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RÉSUMÉ 
La fibrose kystique (FK) est caractérisée par une inflammation pulmonaire chronique. 
Cette dernière est définie entre autres par une augmentation importante de la production de 
mucus. Celui-ci s'accumule dans les bronches empêchant ainsi l'éventuel passage de l'air. De 
plus, le mucus forme une barrière protectrice pour les bactéries qui va causer l'inflammation des 
poumons. La protease human airway trypsin-like (HAT) a été retrouvée dans les expectorations 
de patients atteints d'asthme et bronchite chronique, pathologies similaires à la FK. Elle semble 
jouer un rôle dans l'inflammation car elle augmente entre autres la production de MUC5AC, 
protéine composant majoritairement le mucus. 
Le but de cette étude était de synthétiser la HAT dans une conformation active dans un 
système eucaryote pour étudier ses propriétés biochimiques, enzymatiques ainsi que son 
potentiel pro-inflammatoire dans la lignée cellulaire pulmonaire Calu-3. 
L'ADNc codant pour la partie soluble de la HAT a été inséré dans le vecteur pMT-BiP 
V5-His. Cet ADN recombinant fut ensuite transfecté dans les cellules de Drosophile Schneider 2 
(S2). La HAT recombinante a par la suite été purifiée et son activité protéolytique testée avec un 
substrat fluorogénique. Ses propriétés biochimiques et enzymatiques ont été étudiées ainsi que 
son effet sur la production d'IL-8 et sa détection dans les expectorations de patients. 
La HAT purifiée était « enzymatiquement » pure, donc l'effet protéolytique observé avec 
le substrat fluorogénique est dû à la protease. Les analyses de ses propriétés biochimiques 
montrent que l'activité protéolytique de la HAT est inhibée par un pH acide (<6.5), certains 
inhibiteurs synthétiques (l'aprotinine, la leupeptine et le PEFABLOC) et endogène ( i.e: alpha-2 
anti-plasmine (a2-AP)) de protéases à serine. D'un autre côté, les essais enzymatiques révèlent 
que la HAT a une préférence pour les substrats ayant une arginine en P4, P3 et PI plutôt que 
ceux ayant un glutamate en P4, P2 et PI' . Finalement, l'étude sur l'implication physiologique de 
l'enzyme démontre que la protease ne semble pas avoir d'effet ou au plus peu d'effet sur la 
production d'IL-8. 
Mots Clés: Fibrose Kystique (FK); Inflammation pulmonaire chronique; Protéases à serine 
transmembranaire (TTSP); Human Airway trypsin-like (HAT); Cellules Schneider 2 (S2); Calu-
3. 
INTRODUCTION 
1.1 Cibles pharmacologiques 
La pharmacologie est une science pouvant être définie comme étant l'étude de l'effet des 
drogues ou des médicaments sur les systèmes d'un organisme vivant (RANG et DALE, 2007, p. 
3). Ainsi, il est important pour un pharmacologue de déterminer, en tout premier lieu, une cible 
physiologique dans le but d'étudier l'effet d'un médicament ou d'une substance chimique ou 
naturelle sur l'organisme. Des exemples de cibles étudiées sont les récepteurs couplés à des 
protéines G (GPCR) qui sont des récepteurs à sept domaines transmembranaires. Près de 30% 
des médicaments sur le marché visent les GPCR à cause de leurs implications dans différentes 
pathologies (PANETTA et GREENWOOD, 2008). Nous retrouvons aussi un autre groupe 
important de protéines qui est la cible de médicaments : celle des protéases (e.g: des 
médicaments tel que le captopril qui est un inhibiteur de l'enzyme de conversion de 
l'angiotensine (ECA) ou encore le saquinavir qui inhibe la protease virale du VIH). Il y a de plus 
en plus de besoins pour le développement de drogues contre les protéases car ces dernières sont 
impliquées dans plusieurs maladies et pathologies dont l'inflammation pulmonaire chronique 
(EDE, 2009). 
1.2 L'Inflammation pulmonaire chronique 
En temps normal, lorsqu'un pathogène pénètre les voies respiratoires, les cellules 
épithéliales tapissant la surface pulmonaire produisent une cytokine appelée Interleukine-8 (IL-
8). Cette dernière agit comme un signal « d'appel » aux granulocytes neutrophiles (neutrophiles) 
qui sont des globules blancs (NATHAN, 2006). Ces cellules du système immunitaire sont 
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impliquées dans l'inflammation et protègent contre les pathogènes (NATHAN, 2006). La 
phagocytose par les neutrophiles est rendue possible grâce à deux mécanismes; d'une part par la 
relâche d'agents oxydants et de l'autre, par la relâche de protéines antibactériens ou 
enzymatiques (WITKO-SARSAT et al, 2000). Dans le premier cas, les bactéries sont englouties 
dans des phagosomes qui à leur tour vont fusionner avec un lysosome. L'oxidase NADPH 
permet la production d'oxydants qui vont ensuite s'assembler dans le lysosome et engendrer la 
formation de la superoxide dismutase (SOD). Cette enzyme va convertir la superoxide en 
peroxide d'hydrogène (H2O2) afin de tuer les bactéries contenues dans les phagosomes 
(BABIOR, 1984 ; NATHAN, 1987). Dans le deuxième cas, les protéases des neutrophiles telle 
que l'élastase contrôle la virulence des bactéries en ciblant leurs protéines virulentes 
(WEINRAUCH et al, 2002). 
Lors d'une inflammation pulmonaire chronique, la concentration trop élevée d'oxydants 
et de protéases causent souvent plus de dommages aux tissus sains qu'aux pathogènes. En effet, 
un excès d'oxydants ou de protéases génèrent une destruction importante des tissus matriciels 
des poumons (GADEK, 1992). La fibrose kystique est l'une des maladies dans laquelle nous 
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Figure 1 : Schématisation simplifiée de l'inflammation dans les poumons durant la FK 
Sur le ce schéma ci-dessus, nous voyons les cellules épithéliales du poumon, infecté par les 
bactéries, qui produisent la cytokine IL-8. Cette dernière est une molécule chimiotactique pour 
les neutrophiles. Ces cellules vont donc se rendre au site d'inflammation suivant le signal de la 
cytokine. Une fois rendus, les neutrophiles relâchent une enzyme, l'élastase, qui participe à la 
destruction des bactéries et génère la production d'IL-8 et de mucus. Le mucus contribue à 
permettre aux poumons d'évacuer les bactéries hors de l'organisme. 
3 
1.3 La Fibrose Kystique 
La fibrose kystique (FK) est une maladie héréditaire mortelle qui affecte environ un 
enfant sur 3 600 au pays, selon les données de la Fondation Canadienne de la Fibrose Kystique 
(2009). Elle est la maladie héréditaire mortelle la plus fréquente au Canada; c'est pour cela que 
plusieurs chercheurs tentent de mieux comprendre les mécanismes impliqués dans cette 
pathologie. 
1.3.1 Cystic Fibrosis Transmembrane Conductance Regulator 
Tel qu'illustré dans la figure 2, à la surface de la cellule épithéliale nous retrouvons un 
canal appelé le Cystic Fibrosis Transmembrane Conductance Regulator (CFTR) (figure 2). Ce 
dernier fait partie de la superfamille des protéines ATP-binding cassette (ABC). Il est un 
transporteur d'ions de chlorure (Cl-) (figure 2, formes rondes traversant le CFTR) se retrouvant à 
la surface apicale des cellules épithéliales d'organes tel que le poumon, le pancréas, le foie, les 
glandes surrénales et les organes reproducteurs (LODISH et al, 2004; JACQUOT et al, 2008). 
Dans le cas de notre étude, nous nous concentrerons principalement sur le poumon car il est 
l'organe affecté causant la mort de la majorité des patients FK (JACQUOT et al, 2008). Tel 
qu'illustré dans la figure 2, le CFTR permet la sortie d'ions de chlorure dans le milieu 
extracellulaire. Cela diminue l'absorption du sodium et cela va permettre une sécrétion 
importante de l'eau vers le mucus situé à l'extérieur de la cellule. Ce processus est important 
lors de l'inflammation, car l'eau permet l'hydratation du mucus (dans lequel sont contenus les 
pathogènes) accumulé à la surface apicale des cellules épithéliales et facilite ainsi son évacuation 
des poumons par le mouvement des cils se trouvant à la surface des cellules (figure 3) (SLEIGH 
étal, 1988). 
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Figure 2: Le canal CFTR à la surface de l'épithélium 
Le canal du CFTR se situe à la surface apicale de la membrane des cellules épithéliales de 
différents tissus incluant les poumons. Ce canal permet la circulation d'ions chlorure (Cl", en 
bleu) à l'intérieur et hors de la cellule. Lors de l'inflammation, il y a plus de Cl" qui sort de la 
cellule ce qui crée une circulation de l'eau vers l'extérieur de la cellule et permet l'hydratation du 
mucus et facilite ainsi son évacuation (Genetic Science Learning Center, Septembre 2009). 
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Schéma par Frizzell, Nature 2004 
Figure 3 : Évacuation du mucus par les cellules épithéliales ciliées 
Lors d'une inflammation, le mucus hydraté est évacué par l'entremise du mouvement de cils des 
cellules épithéliales. Ce mouvement des cils est régulé par la balance entre l'absorption des ions 
de sodium (Na+) par le epithelium sodium channel (ENaC) et la sécrétion des anions HCO3" par 
le CFTR (FRIZZELL 2004). 
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1.3.2 La pathophysiologie de la fibrose kystique 
En 1989, Tsui, Riordan et leurs collègues découvrent l'élément qui est à la source de la 
maladie de la FK (TSUI, RIORDAN et al, 1989). Ils ont trouvé la première mutation du gène 
codant pour la protéine CFTR (cystic fibrosis transmembrane regulator) qui caractérise la FK. 
Cette mutation génère la production d'un CFTR défectueux (LODISH et al, 2004). Depuis, plus 
de 1500 mutations ont été identifiées; certaines diminuent l'expression du CFTR et d'autres le 
rendent défectueux (NICHOLS et al, 2007). Ces mutations sont classées en cinq groupes 
spécifiques (figure 4): (1) un arrêt de la transcription du canal, (2) un mauvais repliement de 
celui-ci, (3) un défaut de l'ouverture du CFTR, (4) une sélectivité anormale, et finalement, (5) 
une diminution de la transcription du canal (TSUI, 1992). La mutation la plus répandue est la 
délétion du résidu phénylalanine en position 508 (AF508) qui cause une mauvaise conformation 
de la protéine. Cette dernière est partiellement fonctionnelle, mais puisque qu'elle est mal 
repliée, elle est reconnue par les chaperonnes qui vont l'entraîner vers le protéasome pour y être 
détruite (MAITRA, SHAW et al, 2001). Par conséquent, dans le cas de cette mutation, le CFTR 
ne peut migrer à la surface apicale des cellules et cause un défaut important du transport des 
anions à la surface de l'epithelium. Ainsi donc, il y a une diminution du volume du liquide de 
sécrétion à la surface apicale des cellules épithéliales (NICHOLS et al, 2007). En absence de ce 
liquide de sécrétion, les cils des cellules ne battent plus et donc, le mucus qui s'accumule à la 
surface apicale est déshydraté et ne peut être évacué (figure 5) (WILSON & FUDENBERG, 
1977). Par conséquent, il y a la formation d'un environnement propice aux bactéries. Le mucus 
s'accumule et forme une barrière protectrice autour des pathogènes empêchant ainsi l'élastase 
d'atteindre les bactéries pour les détruire (YOON et al, 2002). Cela cause une inflammation 
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chronique car les pathogènes sont encore présents dans l'organisme et tant et aussi longtemps 
qu'il y a présence de ces bactéries, il y a plus de neutrophiles qui viennent au site d'infection. 
Ces dernières relâchent l'élastase qui à son tour génère la production de plus de mucus et d'IL-8 
créant ainsi un cercle vicieux amenant à l'obstruction des bronches par le mucus et une 
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Figure 4 : Schématisation des différentes mutations du CFTR 
Dans le schéma ci-dessus, nous pouvons voir les cinq classes de mutations déterminées par Tsui 
en 1992. (1) Mutation causant l'arrêt de la transcription du CFTR, (2) mutation engendrant un 
mauvais repliement du canal, (3) mutation causant un défaut de l'ouverture du CFTR, (3) 
mutation causant une sélectivité anormale et (5) mutation provoquant une diminution de la 
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Schéma par Fnzzel, Nature 2004 
Figure 5: Mauvais fonctionnement des cils des cellules épithéliales 
La déshydratation du mucus, par un mécanisme inconnu, empêche le fonctionnement des cils 
(MEADOWS, 2009). Ces derniers ne peuvent évacuer le mucus qui s'accumule à la surface de 
l'épithélium. Puisque le mucus n'est pas évacué, les bactéries qui y sont compris sont par 
conséquent toujours présentes dans l'organisme et cela provoque l'appel de plus de neutrophiles 
au site d'inflammation, et la relâche de plus d'élastase qui n'arrive pas à atteindre les bactéries 
protégées par la couche de mucus qui s'accumule (YOON et al, 2002). Tout cela engendre un 
cercle vicieux et donc une inflammation continue. 
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Avant que les neutrophiles n'arrivent sur le site de l'inflammation, tel que mentionné plus 
tôt, les cellules épithéliales produisent de 1TL-8 qui va envoyer un signal à ces globules blancs. 
La question qui se pose est la suivante : par quels mécanismes les cellules épithéliales produisent 
la cytokine dans le poumon FK? La réponse à cette question est importante car c'est cette étape 
qui déclenche le processus inflammatoire qui va permettre l'éventuelle infiltration de 
neutrophiles dans les poumons. Une des familles de molécules impliquée dans la libération de 
1TL-8 est celle des protéases. L'élastase, la cathépsine G et la protéinase-3 sont des protéases à 
serine produites par les neutrophiles (Pham 2006). Plusieurs articles sur leur implication dans la 
détérioration respiratoire de la FK ont été publiés ces dernières années (Rubio et al 2004; 
Voynow et al 2008). Vu l'importance de ces protéases dans l'inflammation chronique, nous nous 
sommes demandés s'il y avait des protéases dans les cellules épithéliales qui pourraient être des 
candidates potentielles pouvant aider à mieux comprendre ce qui amène la cellule à déclencher le 
processus inflammatoire. Nous nous sommes donc concentrés sur une famille de protéases à 
serine qui commence à être de plus en plus étudiée, soit les protéases à serine transmembranaire 
de type II. 
1.4 La famille des protéases à serine transmembranaire de Type II 
Les protéases à serine transmembranaire de type II (TTSPs) forment une famille 
d'enzymes impliquée dans le développement cellulaire ainsi que dans certaines 
pathophysiologies (SZABO et BUGGE, 2008). Elles sont situées à la surface de la cellule où 
elles peuvent interagir avec d'autres protéines se trouvant également à la surface de la cellule, ou 
encore avec des protéines solubles, des éléments composant la matrice cellulaire et des protéines 
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situées sur les cellules adjacentes (HOOPER et al, 2001). Le premier TTSP découvert a été 
l'enteropeptidase, il y a plus d'une centaine d'année, mais ce n'est que récemment que plusieurs 
autres membres ont été identifiés (SZABO et BUGGE, 2008). Ces membres ont été catégorisés 
en quatre sous-familles (figure 6): (1) HAT/DESC, (2) Hepsin/TMPRSS, (3) Maptristase et (4) 
Corin (SZABO et al, 2003). Ce qui différencie ces enzymes des autres protéases à serine est que 
leur queue N-terminale est cytoplasmique tandis que leur partie C-terminal est extracellulaire 
(d'où le qualificatif de « type II »). De plus, elles ont d'autres caractéristiques communes. Elles 
ont toutes un domaine catalytique, un domaine transmembranaire leur permettant d'être ancrées 
à la membrane plasmique, un court domaine cytoplasmique et finalement un ou plusieurs 
domaines modulateurs liant le domaine transmembranaire au domaine catalytique (HOOPER et 
al, 2001). Les domaines modulateurs forment la queue cytoplasmique qui caractérise chacune 
des sous-familles. Celle de HAT/DESC constitue le groupe qui contient la plus petite queue 
cytoplasmique car elle n'est composée que d'un seul domaine, soit le domaine SEA (sea urchin 
sperm protein, enteropeptidase, agrin) (SZABO et BUGGE, 2008). Dans le cas de la sous-
famille Hepsin/TMPRSS, chacun des membres contient un domaine riche en cystéine appelé 
Single Scavenger Receptor Cys-rich (SRCR) (SZABO et BUGGE, 2008). Les protéases 
TMPRSS2-4 et MSPL ont en plus un domaine LDLa (low density lipoprotein receptor class A) 
qui précède le domaine SRCR (SZABO et BUGGE, 2008). De son côté, l'enteropeptidase est 
composée dans l'ordre des domaines SEA, SRCR, LDLa, CUB (Cls/Clr, urchin embryonic 
growth factor and bone morphogenic protein-1) et MAM (meprin, A5 antigen, and receptor 
protein phosphatase fi) (SZABO et BUGGE, 2008). Ensuite, il y a la sous-famille des 
matriptases qui est caractérisée par un domaine SEA, deux domaines CUB et trois ou quatres 
domaines LDLa (SZABO et BUGGE, 2008). Finalement, la dernière sous-famille ne comprenant 
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que la corine diffère des autres TTSP en ce que sa région extracellulaire est composé de deux 
domaines appelés frizzled (frisés), huit domaines LDLa et un domaine SRCR. Les domaines 
semblent importants dans l'activation et la relâche de certaines protéases. Par exemple, dans le 
domaine SEA il y a un clivage après l'acide aminé Glyl49 permettant l'éventuelle activation du 
site de clivage de la matriptase (OBERST et al, 2003). 
Malgré le fait que nous sachions à quel endroit ces protéases sont clivées pour être 
activées, le mécanisme d'activation n'est toujours pas connu. Ce qui est rapporté est que 
l'activité catalytique dépend de trois acides aminés qui forment ce qu'on appelle la triade 
catalytique; ce sont l'histidine (H), l'aspartate (D) et la serine (S) (HOOPER et al, 2001). Ils sont 
présents dans les motifs conservés de cette famille de protease (HOOPER et al, 2001). De plus, 
nous savons que certaines de ces enzymes sont retrouvées sous forme soluble, telles que la HAT, 
TMPRSS2 et matriptase (YASUOKA et al, 1997 ; AFAR et al, 2001; LIN et al, 1999). 
Une fois activées, les protéases jouent différents rôles dans le développement et 
l'homéostasie des tissus, mais également dans certaines pathologies. Dans l'intestin, plus 
précisément dans le duodénum, l'enteropeptidase a pour rôle d'activer le trypsinogène en 
trypsine qui a son tour active d'autres zymogènes importants lors de la digestion (Maroux et al 
1971). En ce qui à trait au bon fonctionnement auditif, l'hepsine (chez la souris) et TMPRSS3 
(chez l'humain) sont indispensables (GUIPPONI et al, 2007). De plus, l'hepsine et la matriptase 
semblent jouer un rôle dans le cancer car elles sont toutes deux surexprimées, respectivement, 
dans le cancer de la prostate et dans le cancer du sein (CHEN et al, 2003; BENAUD et al, 2005). 
Finalement, l'absence de la protease corin cause de l'hypertension et de l'hypertrophie cardiaque 
chez les souris (CHAN et al, 2004). 
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Dans le cadre de notre recherche, notre attention s'est portée sur la sous-famille 
HAT/DESC 1 dans laquelle on retrouve la Human Airway Trypsin-Like Protease (HAT), 
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Figure 6: Les Sous-familles des TTSP 
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1.5 Human Airway Trypsin-like protease (HAT) 
La protease HAT a été détectée pour la première fois dans les expectorations (sécrétions 
provenant des bronches) de patients asthmatiques et ceux atteints de bronchite chronique 
(YASUOKA et al, 1997), qui comme la FK sont aussi caractérisées par une inflammation 
pulmonaire chronique menant à une destruction importante des tissus du poumon (SENIOR ET 
ANTHONISEN, 1998). L'équipe de Takahashi s'est ensuite chargée de déterminer la 
localisation de l'enzyme au niveau respiratoire et les résultats de leur recherche démontrent que 
la HAT est principalement retrouvée dans les voies respiratoires et plus spécifiquement à la 
surface apicale (cytoplasmique et sous-ciliée) des cellules épithéliales de la trachée 
(TAKAHASHI et al, 2001). Récemment, la protease a également été détectée dans les 
kératinocytes, soit des cellules épithéliales de la peau (IWAKIRI et al, 2004). 
La HAT est composée de quatre domaines différents (figure 7). Le premier étant le 
domaine cytoplasmique, suivi du domaine transmembranaire qui lui est lié au domaine SEA 
(dont on ne connaît toujours pas le rôle), et finalement le domaine catalytique qui comprend 
l'activité protéolytique de la forme soluble de l'enzyme. Cette protease est retrouvée dans sa 
forme zymogène (forme pleine longueur non-clivée) à un poids moléculaire théorique de 48kDa; 
sa forme mature (active) qui ne comprend que le domaine catalytique a un poids d'environ 
28kDa (YASUOKA et al, 1997). Il existe peu d'information concernant la biosynthèse de la 
HAT et sur le rôle des trois premiers domaines. 
Depuis sa découverte en 1997, près d'une quinzaine d'articles ont été publiés sur la HAT. 
De ces publications, nous pouvons ressortir cinq rôles (patho)-physiologiques. En premier lieu, 
Chokki et ses collègues ont démontré que la protease augmente l'expression du gène MUC5AC 
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et MUC2 (CHOKKI et al, 2005). Les protéines MUC5AC et MUC2 sont des composantes du 
mucus. Par la suite, Iwakiri et son équipe ont établi un lien entre la HAT et l'augmentation de la 
production de la cytokine IL-8 dans les cellules de la peau (IWAKIRI et al, 2004). De plus, 
l'enzyme semble augmenter la prolifération des cellules épithéliales bronchiques selon les 
recherches effectuées par Matshumina et ses collègues (MATSUSHIMA et al, 2005). Ces trois 
actions générées par la protease se font par l'activation d'une protéine G couplée à un récepteur 
(GPCR) appelé le PAR-2 comme nous pouvons le voir à la figure 8. Cette année, Bôttcher et ses 
collaborateurs on démontré que la partie transmembranaire de la HAT a la propriété d'activer 
l'hémagglutinine du virus de l'influenza nouvellement synthétisée par la cellule ainsi que celle 
provenant des virions (BÔTTCHER et al, 2010). Finalement, HAT empêcherait la migration de 
cellules inflammatoires (leukocytes) et celles des cellules épithéliales impliquées dans la 
réparation des tissus; le tout résulte de la dégradation du récepteur à l'urokinase (uPAR) par la 
protease (BEAUFORT et al, 2007). 
Tous ces effets in vitro de la HAT sur les substrats potentiels mentionnés ci-haut sont 
observés à des concentrations situées entre 5 - 4 0 nM, soit les mêmes concentrations détectées 
dans les expectorations de patients atteints de maladies inflammatoires pulmonaires 
(BEAUFORT et al, 2007). 
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1-20 Domaine Cytoplasmique 
21-43 Partie Transmembranaire 
44-153 Domaine SEA 
186 - 418 Domaine Catalytique 
Figure 7: Schématisation de la Human Airway Trypsin-like protease 
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® Augmente la production de 
MUC5AC dans les cellules 
bronchiques épithéliales 
(Chokki eto/2004j 
® Augmente la production d'IL-8 
dans les keratinocytes (Iwakiri 
et al 2004) 
® Augmente la prolifération 
cellulaire (Matsushima étal 
2005) 
Figure 8: Voies de Signalisation activées par la HAT 
Lorsqu'elle est activée, la HAT sous sa forme soluble, augmente la production de la mucine 
MUC5AC dans les cellules bronchiques épithéliales (CHOKKI et al, 2004), la production d'IL-8 
dans les cellules de la peau (IWAKIRI et al, 2004) et la prolifération cellulaire (MATSUSHIMA 
et al, 2005). Tout cela se produit par l'entremise du récepteur PAR-2, un GPCR, activé par la 
protease. 
•I Fixation du ligand interne 





Les protéases sont des cibles pharmacologiques importantes dû à leurs implications dans 
différentes pathologies, entre autres l'inflammation pulmonaire manifestée dans une maladie 
telle que la FK. La HAT est une candidate potentielle pour l'étude sur la FK à cause de ces 
différentes actions sur des substrats jouant des rôles importants dans l'inflammation (MUC5AC, 
uPAR, IL-8). De plus, le fait qu'elle semble être impliquée dans la pathologie de l'asthme et la 
bronchite chronique est pertinent car ces deux maladies sont comparables à la FK (remaniement 
des tissus bronchiques lors de l'inflammation). 
Ces données découlant des publications sur la HAT nous amènent à conclure que cette 
protease possède des caractéristiques biochimiques, enzymatiques et physiologiques qui 
pourraient jouer un rôle important dans la maladie de la FK. Dans le but d'explorer la validité de 
cette hypothèse nous avons en premier lieu exprimé et purifié la HAT recombinante. Par la suite 
nous avons utilisé la HAT recombinante afin d'étudier ses propriétés biochimiques et 
enzymatiques. Enfin, nous avons testé l'effet de la HAT sur la production d'IL-8 sur les Calu-3, 
des cellules modèles de FK. 
20 
MATÉRIEL ET MÉTHODES 
2.1 Matériel 
Le substrat methoxysuccinyl alanyl-analyl-prolyl-valine />-nitroanilide (MeO-SAAPV-p-
NA), EDTA, le TNF-alpha, ortho -phenanthroline et l'héparine proviennent de Sigma-Aldrich 
(Oakville, Canada); l'élastase provient d'Elastin Products Company (Owensville, MO, USA); 
alpha-1 anti-trypsin (al-AT), Plasminogen Activator Inhibitor-1 (PAI-1), alpha-2 anti-plasmin 
(a2-AP), alpha-1 anti-chymotrypsine (al-ACT), anti-thrombine III (ATIII) ont été achetés de 
Calbiochem (Darmstadt, Allemagne); le vecteur pMT-BiP V5-His, le système d'expression DES 
(Drosophila Inducible/Secreted Expression System), Cellules Schneider 2 (S2), le milieu des 
cellules S2 (Schneider's Drosophila Médium), la blasticidine, l'anticorps anti-V5 sont 
d'Invitrogen (Burlington, ON, Canada) ; Hepatocyte growth factor activator inhibitor-1 (HAI-1), 
kit d'ELISA Quantikine IL-8, aprotinin, leupeptin, AEBSF, soybean trypsin inhibitor, pepstatin, 
bestatin et E-64 proviennent de Roche Diagnostics (Laval, QC, Canada); les substrats 
fluorogéniques Boc-Phe-Ser-Arg-AMC, Boc-Gln-Ala-Arg-AMC sont de Bachem (Torrance, 
CA, USA); tous les kit Qiagen ont achetés de Qiagen (Mississauga, ON, Canada); Sheep HRP 
conjugated anti-mouse Ig et les colonnes de Ni et benzamidine sont de GE Healthcare (Baie 
d'Urfé, QC, Canada) et les amorces Q45KpnUp 
5'CGCGGTACCTCAAAAATCTTACTTTTATAGG3' et HATRevEcoRI 
3'GAATTCCGATCCCAGTTTGTTGCCTAAT 5' pour la construction de la HAT soluble 
proviennent de Integrated DNA Technologies (Coralville, IA, USA). Les enzymes de restrictions 
Kpnl et EcoRI sont de New England Biolabs (Pickering, ON, Canada). Tous les peptides Abz 
IQF avec le groupement Tyr(3-N02) proviennent de GL Biochem (Shanghai, Chine). L'ADN 
complémentaire de la HAT fut fourni par Genecopoeia (Rockville, MD, USA). 
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2.2 Culture Cellulaire 
La lignée cellulaire S2 (Schneider 2), utilisée pour l'expression de la HAT recombinante, 
a été isolée d'une culture primaire d'embryons de Drosophile Melanogaster. Les S2 provenaient 
de cellules de type macrophagique. Elles ont été maintenues à température de la pièce (TP) dans 
le milieu Schneider (semi-adhérente dans un flacon pour culture cellulaire et en suspension dans 
un flacon-agitateur) et ce, sans CO2. Sauf lorsqu'autrement mentionné, le milieu contenait 10% 
FBS, 2 mM L-glutamine 50 IU/mL pénicilline, 50 ug/mL streptomycine, et 20u.g/mL blasticidine 
(SCHNEIDER, 1972). 
Toutes les autres études cellulaires ont été réalisées avec les cellules Calu-3. Les Calu-3 
étaient des cellules d'adénocarcinome tirées de l'épithélium bronchique humain (Foster et al 
2000). Le milieu DMEM fut utilisé pour les Calu-3. À ce milieu a été rajouté 10% FBS, 1% 
glutamine, 1% fungizone, 1 mM de pyruvate de sodium, 0.1 mM des acides aminés essentiels, 
100 U/mL de pénicilline ainsi que 100 u.g/mL de streptomycine. Les cellules ont été maintenues 
à 37°C en présence de 5% CO2. Les Calu-3 ont été utilisées pour les études cellulaires dans la FK 
car entre autres, elles exprimaient le canal CFTR à la surface apicale (FOSTER et al, 2000). Une 
autre caractéristique qui faisait de ces cellules des cellules de choix a été leur habileté à former 
une monocouche étanche en culture air-liquide caractérisée par la présence de jonctions 
occlusives (« tight junctions ») entre les cellules. Les Calu-3 ont été cultivées dans des plaques à 
inserts (Modèle Costar 3516, Corning Inc, Corning, NY, USA) de six puits pour faciliter nos 
expériences. L'avantage de ces plaques était que les cellules poussaient sur la membrane 
couvrant le fond de l'insert où elles formaient une monocouche. Le milieu ajouté sous l'insert 
nourrissait les cellules grâce aux pores qui se trouvaient dans l'insert. Lorsque la monocouche de 
cellules était formée, les jonctions occlusives entre les cellules ne permettaient pas 
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l'accumulation du milieu au niveau apical de la cellule, de sorte que toute sécrétion récoltée au 
niveau apical était le fruit d'une régulation définie par la cellule. 
2.3 Construction plasmidique de la HAT 
Dans le but d'exprimer la protease, nous avons choisi la séquence codant pour la partie 
soluble de la HAT (HATs), soit à partir de l'acide aminé (a.a) Q45 jusqu'à la fin. Dans le but 
d'obtenir HATs, nous avons utilisé les amorces suivantes: Q45KpnUp 
5'CGCGGTACCTCAAAAATCTTACTTTTATAGG3' et HATRevEcoRI 
3'GAATTCCGATCCCAGTTTGTTGCCTAAT 5'1 qui contenaient des sites de restriction (Kpn 
en 5' et EcoRI en 3'). Ensuite, nous avons amplifié cette partie codante par PCR dans un 
échantillon comprenant 0.1 ug d'ADN complémentaire (ADNc) de la HAT, 0.4mM dNTP, 
20mM de chaque amorce, IX de tampon et la polymérase. Par la suite, l'ADN de HATs a été 
purifié en utilisant le kit de purification Qiagen pour retirer les impuretés (ADNc). Ensuite, 
HATs a été mis sur gel d'agarose afin de vérifier si elle correspondait au bon poids moléculaire 
(1122 nucléotides). Après avoir ligué HATs et le vecteur pour obtenir le recombinant HAT 
(rHAT), les bactéries DH5a ont été transformés avec ce dernier afin d'en obtenir une plus grande 
quantité. Pour ce faire, 5u.L de rHAT a été ajouté à 50uL de bactéries et mis sur glace pendant 5 
minutes, suivi de 30 secondes d'incubation à 42°C pour ensuite refroidir le tout sur glace pendant 
2 minutes. Finalement, le cocktail a été incubé une heure à 37°C avec agitation dans 200uL de 
milieu LB (Lysogeny broth) sans antibiotique. Après cette heure, les bactéries ont été étalées 
dans un pétri d'agar qui inclut un antibiotique (carbénicilline) afin de ne laisser pousser que les 
1
 II est à noter que le stop se trouvant à la fin de la protéine a été retiré. Un stop suivant immédiatement l'épitope His 
a été ajouté. 
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bactéries ayant le rHAT. Après seize heures d'incubation, le recombinant a été extrait des 












N -terminal C -terminal 
Figure 9: Construction de la HAT recombinante 
Pour la construction du recombinant HAT (rHAT) seuls les domaines SEA et catalytiques 
(HATs) ont été conservés pour faciliter l'expression et la purification de l'enzyme. HATs a 
ensuite été insérée entre les sites de restriction Kpn et EcoRI dans le vecteur d'expression pMT-
BiP V5-His qui contenait deux épitopes, soit V5 (pour les immuno-buvardages) suivi de His 
(pour la purification de la protease) qui ont été placés en C-terminal de la protéine. 
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2.4 Expression plasmidique de la HAT 
Une fois la rHAT obtenue, elle a été transfectée dans les cellules Drosophile Schneider 2 
(S2). Le vecteur a permis d'avoir deux types de lignées cellulaires S2 : les cellules dites 
transitoires et celles dites stables. Les lignées stables ont pour caractéristique l'insertion du gène 
recombinant dans le génome de la cellule hôte (à l'aide d'un cofacteur, dans ce cas-ci, pCoBlast) 
ce qui a permis d'avoir des cellules produisant à long terme la protéine recombinante. Cette 
lignée a pris un minimum de deux semaines pour pouvoir engendrer que des cellules produisant 
la rHAT. Quant aux lignées transitoires, le plasmide n'est point inséré dans le génome. Cette 
lignée permet de savoir si la protéine est exprimée, et ce, deux jours après la transfection (versus 
deux semaines pour les lignées stables). Afin d'exprimer la protéine recombinante, la première 
étape a été de transfecter les S2 de manière transitoire (dans un milieu sans blasticidine). Cette 
transfection a permis de confirmer que la protéine était exprimée dans ce système. Après 
transfection, l'expression de la protéine a été induite en ajoutant le sulfate de cuivre (CuSOzt) à 
une concentration finale de 500uM. L'expression a été ensuite vérifiée par immuno-buvardage 
en utilisant un anticorps (anti-V5) contre l'épitope V5. Après avoir confirmé que l'enzyme est 
exprimée dans le système cellulaire S2, la création de lignées stables a pu commencer. Les 
cellules ont été transfectees avec 19ug de l'ADN recombinant et lu.g du vecteur de sélection 
pCoblast en utilisant le kit de transfection calcium phosphate d'Invitrogen. Le milieu a été 
ensuite échangé après 16h pour retirer le phosphate de calcium et ajouter du milieu frais. Les 
cellules incubées ont poussé pendant deux jours sans antibiotique. Par la suite, la blasticidine a 
été ajoutée au milieu et les cellules ont été incubées pendant deux semaines. Finalement, elles 
ont été inoculées dans un IL de milieu pendant 3 jours. L'expression de la rHAT a été induite 
par le sulfate de cuivre, CuS04 (concentration finale de 500uM). 
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Vecteur d" Expression Culture Cellulaire 
Lignée Transitoire 
Expression Rapide (2^  
7 |ours) 
Pousse à TP 
Ne requiert pas de 
co2 
Pousse très bien dans 
un milieu sans senim 
Co-Transfection avec 
le vecteur de sélection 
pCoBlast 
Schéma provenant du manuel DES Expression System d'Invitrogen 
Figure 10: Schématisation de la transfection des cellules S2 par rHAT 
Tel qu'illustré, la première étape est la construction du recombinant qui peut ensuite être 
transfecté dans les cellules de deux manières : (1) Transitoire, ce qui permet de savoir deux jours 
après la transfection s'il y a expression de la HAT recombinante et (2) Stable, ce qui génère une 
grande production de la protease. 
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2.5 Purification de la HAT 
Le milieu des cellules a été centrifugé à 6 000 g pendant 15 minutes pour pouvoir y 
retirer les cellules. Ensuite, le milieu a été tamponné avec 20mM de phosphate de sodium et 
30mM d'imidazole à pH 7.4 pendant une nuit à 4°C. Par la suite, le milieu a été à nouveau 
centrifugé et filtré pour pouvoir le passer sur une colonne d'affinité pour la purification de 
l'enzyme. 
2.5.1 Purification par IMAC (Immobilized métal ion affinity chromatography) 
IMAC est une technique de purification qui consistait à faire passer sur une colonne une 
protéine ayant un acide aminé qui a une affinité pour des ions de métal. Une colonne de 5 mL, de 
nickel, a été utilisée pour la purification de le rhHAT. L'épitope histidine a été dans notre cas 
l'acide aminé qui s'est lié aux ions de nickel et ainsi a permis à la protéine recombinante de 
rester accrocher à la colonne tandis que toute autre protéine n'ayant pas de motif poly-histidine 
ou ne pouvant pas se lier aux ions du nickel n'ont pas été retenue par la colonne. 
Avant chaque purification, il y a eu nettoyage de la colonne avec 15mL d'eau distillée. 
Ensuite, la colonne a été équilibrée avec 25mL de tampon de lavage (20mM phosphate de 
sodium, 30mM imidazole, 0.5M NaCl, pH 7.4) pour finalement injecter l'échantillon. Après 
avoir tout injecté, la colonne a été lavée avec le tampon de lavage (50mL) et finalement la 
protéine a été éluée avec 30mL du tampon d'élution (20mM phosphate de sodium, 0.5M 
imidazole, 125mM NaCl, pH 7.4) en fraction de 2mL.2 L'imidazole a été utilisé pour éluer la 
2
 Fait important à retenir pour la rHAT : cette dernière requiert une nouvelle colonne à chaque purification, 
car sinon la protéine ne liera pas la colonne. 
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protease; mais il a fallu ensuite dialyser cet échantillon pour le retirer car il inhibe l'activité de la 
HAT. Le tampon de dialyse utilisé était composé de 10% glycérol, 250mM NaCl et 50mM Tris-
HC1, pH 9.0. 
2.5.2 Purification par Colonne d'Affinité Benzamidine 
Dans le but d'éliminer la forme non-active de l'enzyme dans l'échantillon purifié par 
IMAC ainsi que toute autre protéine non-désirée, le recombinant a été purifié une deuxième fois 
par une colonne d'affinité contenant de la benzamidine, un inhibiteur de protéases à serine 
Bille de Sepharose 
M H 2 
Ligand Benzamidine 
Tel qu'illustré ci-dessus, le ligand benzamidine était lié de façon covalente à des billes de 
Sepharose 6B. Seules les protéases à serine actives pouvaient se lier au ligand car ce dernier ne 
lie que le domaine catalytique des protéases. Une fois liées, les protéines ont été éluées par pH 
acide (diminution de pH 7.4 à 2) en fractions de 500uL. Dans chaque tube récoltant les protéines 
éluées se retrouvait 30uL de tampon Hepes ImM, pH 9. Le pH final était de 9. 
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2.6 Test d'activité de la HAT 
Après avoir purifié l'enzyme, des tests ont été réalisés pour vérifier si elle était active. Le 
substrat fluorogénique BOC-Phe-Ser-Arg-AMC qui a été démontré comme étant son meilleur 
substrat tri-peptidique (YASUOKA et al, 1997) a été utilisé à une concentration finale de 50 uM 
dans un tampon de lOOmM Tris, 5mg/ml BSA, pH 9. Le groupe contrôle ne contenait que le 
tampon et le substrat afin de déterminer la fluorescence de base émise par le substrat et ainsi 
savoir si la fluorescence émise en présence de la protease a augmenté. L'activité a été testée à 
des longueurs d'ondes d'excitation et d'émission de 360nm et 460nm respectivement. 
2.7 Titration de la HAT 
Pour déterminer la concentration d'enzyme active purifiée, nous avons utilisé le titrant 4-
methylumbelliferyl-guanidinobenzoate (MuGB ), un inhibiteur irréversible de protéases à serine 
se liant au site actif des protéases, à une concentration finale de lOOnM. Cette expérience a été 
réalisée à une longueur d'onde d'excitation de 365nm et une longueur d'onde d'émission de 
445nm à une sensibilité de 65. La différence de fluorescence entre le groupe contrôle (tampon 
Tris-HCl, pH 9, MuGB) et l'échantillon (tampon Tris-HCl, pH 9, MuGB, HAT) nous donnait 
une estimation de la concentration d'enzyme active dans l'échantillon. Les équations qui suivent 
nous ont permis de faire cette estimation. 
(1) Y2 = Yi + (((-0,25)*(pente))/1000) correction de temps environ de 15 sec. 
(Z) t)UrSt — Y enzyme " I contrôle 
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(3) [HAT] = (Burst/14,928)/(VHAT/100) pente de la courbe standard quantité de MuGB 
permet de donner une quantité de produit libéré 
Yi représente la valeur de la fluorescence lorsque X =0, tandis que Y2 correspond à la vraie 
valeur de Y à x=0, soit celle corrigée. Puisque la pente est exprimée en mF.U, elle a été divisée 
par 1000 pour l'exprimer en F.U (unité de fluorescence/ fluorescence unit). Le « burst » 
correspond à la différence de fluorescence entre le contrôle et l'échantillon expérimentale. Le 
volume de la HAT (VHAT) est la quantité (en ul) de l'échantillon HAT utilisé pour l'essai. 
2.8 Études des Propriétés Biochimiques de la HAT 
2.8.1 Détermination du pH optimal de la HAT 
Afin d'étudier à quel pH la protéine conservait une activité optimale, nous avons travaillé 
avec les tampons MES lOOmM (pour les pH situés entre 5 et7), Tris lOOmM (pH entre 7 et 9) et 
CAPS lOOmM (pH entre 9 et 11). Chacun des tampons contenaient 500u.g/mL de BSA. Le 
substrat fluorogénique utilisé durant ces essais a été le Boc-Gln-Ala-Arg-AMC à des longueurs 
d'ondes d'excitation et d'émission de 360nm et 460nm, respectivement. Ce substrat a été 
préféré au BOC-Phe-Ser-Arg, car le taux de fluorescence est trop élevé (plus de 1x10 
mF.U./min) entre HAT et ce dernier pouvant donc fausser les données sur le pH optimal. Au lieu 
de diminuer la concentration de Boc-Phe-Ser-Arg, nous avons préféré utilisé un substrat aux 
mêmes concentrations testées (50uM final) mais dont la vitesse de relâche d'AMC est situé entre 
5xl05 - lxlO6 mF.U./min) (BÉLIVEAU et al, 2009). Finalement, la vitesse de relâche d'AMC 
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pour les différentes valeurs de pH a été calculée en comparant la vitesse maximale observée pour 
un même tampon. 
2.8.2 Inhibiteurs synthétiques de protéases 
La HAT (2nM) a été incubée avec des inhibiteurs synthétiques de protéases dans un 
tampon Tris (pH 9, à 37°C) comprenant 500pg/mL BSA. Les concentrations finales pour les 
inhibiteurs furent les suivantes: Bestatin, 74uM; E-64, 28uM; Leupeptin, luM; Pepstatin, luM; 
O-Phenanthroline, ImM; PEFABLOC, 4mM; EDTA, ImM; Aprotinin, 0.3uM; Soybean Trypsin 
Inhibitor (SBTI), 5uM. L'activité résiduelle a été mesurée avec 50uM Boc-Gln-Ala-Arg-AMC 
en comparant à l'activité de l'enzyme dans le groupe contrôle (sans inhibiteur). 
2.8.3 Inhibiteurs endogènes de protease à serine 
Des inhibiteurs endogènes de protéases à serines ont été testés contre la HAT afin de 
déterminer s'il y en avait un ou plus qui pouvaient l'inhiber de manière efficace. Les inhibiteurs 
alpha 1-Antitrypsine, alpha 1-Anti-Chymotrypsine, Antithrombine III (pré-incubé avec 50 ug/mL 
héparine), Plasminogen Activator Inihibitor-1 et alpha 2 Anti-plasmine ont donc été incubés 
avec 2 nM HAT à une concentration finale de 250nM. L'enzyme a été incubée avec l'inhibiteur 
pendant dix minutes dans un tampon Tris, pH 9 qui contenait 500ug/mL BSA. Ensuite, l'activité 
résiduelle a été mesurée avec 50uM Boc-Gln-Ala-Arg-AMC en comparant les résultats d'activité 
de l'échantillon avec celui du contrôle (sans inhibiteur). 
2.9 Études des propriétés enzymatiques de la HAT 
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2.9.1 Nomenclature de Schechter et Berger 
Selon cette nomenclature, une protéine contient un site nommé « site de clivage », c'est-
à-dire, site où une enzyme peut cliver entre deux acides aminés. L'acide aminé pour lequel le site 
de clivage se trouve du côté C-terminal est appelé « PI » ce qui désigne la position 1 (figure 11) 
et l'acide aminé précèdent est donc P2, précédé par P3 et ainsi de suite ; tandis que l'acide aminé 
pour lequel le site de clivage se trouve en N-terminal est nommé « PI' » et ce qui suit est désigné 
P2', P3 \ etc. Suivant cette nomenclature, des tests ont été effectués avec des peptides de huit 
acides aminés ayant une arginine en PI, car les TTSP préfèrent cliver après une arginine. 
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N-Terminal I C-Terminai 
Site de Clivage 
Figure 11 : Représentation schématique de la nomenclature de Schechter et Berger 
Les carreaux bleus représentent des acides aminés. Les positions de chacun de ces a.a. sont 
indiquées à l'intérieur de ces carreaux. 
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2.9.2 Internally Quenched Fluorogenic peptides (peptides IQF) 
Des peptides IQF ont été utilisés comme substrats pour des essais protéolytiques avec la 
HAT. Ces peptides sont conçus d'après la théorie FRET (« Fôrster Résonance Energy 
Transfer »). Les peptides IQF tel que schématisé ci-dessous, possèdent deux groupements: le 
premier étant situé en N-terminal est le groupement (fluorogénique) Abz (acide ortho amino-
benzoïque) et le deuxième est le groupement (accepteur) 3-nitrotyrosine (Tyr(3-NÛ2)) en C-
terminal (figure 12A). Lorsque excité (figure 12B, flèche bleue), le groupement Abz émet une 
fluorescence (figure 12B, flèche rouge), mais puisque le groupement 3-nitrotyrosine se trouve 
assez proche (soit moins de 100 Â de distance), cette fluorescence est immédiatement absorbée 
par ce dernier et ne peut donc être captée par le spectrofluorimètre (LIU et al, 1999). Cette 
réaction est possible parce que le spectre d'ondes d'absorption du groupement 3-nitrotyrosine et 
d'excitation du groupement Abz se chevauche (MELDAL et BREDDAM, 1991). Lorsque le 
peptide est clivé, il y a éloignement du groupe 3-nitrotyrosine de celui du groupement Abz, cela 
permet au spectrofluorimètre de capter la fluorescence émise par Abz et ainsi confirmer le 
clivage du peptide par l'enzyme (figure 12C). 
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P4 - P3 - P2 - P1 
Abz (donneur) Tyr(3-N02) (accepteur) 
Xex = 320 nm Absorbance Xmax= 420 nm 
Xem= 420 nm 
Figure 12: Le principe du FRET 
(A) Peptides IQF et ses deux groupements (B) Excitation du peptide IQF non-clivé (C) 
Excitation du Peptide IQF Clivé. Lorsque le peptide IQF n'est pas clivé, la fluorescence émise 
par le groupement Abz est absorbée par le groupement tyrosine ce qui empêche le fluorimètre de 
détecter cette fluorescence. Par contre, si le peptide est clivé la fluorescence émise par le 
groupement Abz peut être détecté par le fluorimètre. 
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Substrat de Référence 
La conception des peptides IQF a été basée sur la séquence de clivage de la TTSP 
matriptase: RQAR-VVGG. Les positions P4, P3, P2 et PI ' ont été remplacé par des acides 
aminés non-polaires (Ala, Leu), aromatique (Tyr), acide (Gin) et basique (Arg). 
Séquence de substrat préférentielle de la HAT 
Les séquences de substrats préférées de la HAT (l./nM) ont été analysées en utilisant 
50uM de chacun des peptides IQF dans un tampon de lOOmM Tris, 500ug/mL BSA, pH 9. La 
vitesse de relâche de la fluorescence de chacun des peptides IQF a été comparée à la vitesse de 
relâche la plus élevée. •» 
Efficacité catalytique de la HAT 
Pour chacun des peptides IQF, l'efficacité de l'enzyme à les cliver (Kcat) et son affinité 
pour chacun d'eux (Km) ont été étudiées pour déterminer l'efficacité catalytique (Kcat / Km) de la 
protease. En tout premier lieu, l'enzyme (à concentrations constante) a été testée avec différentes 
concentrations de peptides (0-200 uM) dans un échantillon de volume total de lOOuL 
comprenant lOOmM Tris, pH9 et 500ug/mL BSA. La fluorescence a été mesurée à des longueurs 
d'excitation et d'émission de 320nm et 420 nm, respectivement. Les vitesses de relâche de 
fluorescence pour chacune de ces concentrations ont été utilisées pour faire une courbe 
Michaelis-Menten. Dans certains cas, même lorsque le substrat a été clivé, la fluorescence est en 
partie absorbée par d'autres molécules voisines ou clivées ce qui empêche au fluorimètre de 
détecter la quantité de fluorescence qui a réellement été émise (« inner filter effect »). Afin de 
remédier à ce problème, il y a eu correction des valeurs de la vitesse de relâche tel que décrit par 
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Liu et son équipe (LIU et al, 1999). La courbe a permis le calcul du Vmax (qui a permis de 
calculer le Kcat) et du Km par régression non-linéaire à partir de l'équation Michaelis-Menten Vo 
= Vmax[S]/(Km + [S]) (à l'aide du programme GraphPad Prism 5). Ensuite, Kcat a été calculé en 
utilisant l'équation Kçat = Vmax / [En], où En est la concentration de l'enzyme testée avec les 
peptides IQF. 
2.10 Études des propriétés physiologiques de la HAT 
2.10.1 Échantillons et purification des expectorations de' patients FK 
Les expectorations (crachats) ont été obtenues de patients atteints de FK. Une fois 
récoltées, elles ont été apportées en laboratoire où elles ont été purifiées avec du PBS à un ratio 
de 1 :1 (e.g. pour lmL de liquide d'expectoration il faut l.ml de PBS). Le tout a ensuite été 
centrifugé à une vitesse de 27 000 g pendant 20 minutes afin de retirer le mucus. Le surnageant a 
été prélevé et conservé. 
2.10.2 Mesure de la concentration d'élastase dans les expectorations de patients FK 
L'échantillon d'expectoration purifié a ensuite été analysé pour déterminer la 
concentration d'élastase. Pour ce faire il a fallu utiliser le substrat fluorogénique de l'élastase, le 
methoxysuccinyl alanyl-analyl-prolyl-valine /?-nitroanilide (MeO-SAAPV-p-NA). Ce dernier a 
été conservé à une concentration de 50mM dans du DMSO. Pour déterminer la concentration 
d'élastase, le substrat est dilué à une concentration finale de 5mM dans un tampon appelé Brij 35 
(0.5M NaCl, 0.1M Hepes, 0.1% Brij, pH = 7.5). Finalement, cette dernière préparation est 
utilisée pour la réaction entre le substrat et l'élastase active dans les expectorations (50uM final 
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de MeO-SAAPV-p-NA dans l'échantillon d'expectoration). Cette réaction est effectuées à une 
onde d'excitation de 380nm et d'émission de 440nm pendant deux minutes pour ensuite 
comparer le résultat de fluorescence à une courbe standard d'élastase préalablement établie. 
2.10.3 Mesure de l'Activité Protéolytique dans les Expectorations de Patients FK 
Pour mesurer l'activité protéolytique, un échantillon ayant un volume final de lOOuL, 
contenant lOOmM de tampon Tris-HCL, pH 9, 50uM du substrat fluorogénique BOC-Phe-Ser-
Arg-AMC et 50uL d'expectoration a été préparé. La mesure de la fluorescence s'est effectuée à 
une longueur d'onde d'émission de 380nm et d'excitation de 440nm. Les deux groupes 
contrôles furent les suivants: (1) le premier ne contenait que le substrat et le tampon (contrôle), 
(2) le deuxième avait en plus 30uM d'élastase. 
2.10.5 Tests de l'effet de la HAT sur la production de la cytokine IL-8 
Les tests pour déterminer si la HAT avait un effet sur la production d'IL-8 ont été 
effectués sur les cellules Calu-3. Des concentrations de lOnM et 15nM de HAT ont été testées 
sur ces cellules car c'était à ces concentrations que les effets in vitro de la HAT on été observées 
(BEAUFORT et al, 2007). Le contrôle positif utilisé a été le TNF-alpha à une concentration de 
15ng/mL. Le surnageant des cellules a été récolté après 24h. 
2.10.6 Mesure de la cytokine IL-8 
La quantité d'IL-8 dans le surnageant de cellules traitées au TNF-alpha et à la HAT a été 




Les résultats obtenus sont exprimés selon la moyenne ±SEM (Standard Error of the 
Mean). Les données sont analysées grâce au programme GraphPad. Lorsque P< 0.05, le résultat 
est considéré comme significatif. 
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RÉSULTATS 
3.1 Expression et purification de la protease Human Airway Trypsin-Like (HAT) 
3.1.1 Expression de la HAT dans les cellules S2 
Dans le but d'étudier la protease à serine HAT, la première étape a été d'exprimer et de 
purifier la protease. Afin de faciliter l'expression et la purification de la HAT seulement la partie 
du gène codant pour la partie soluble (comprenant les domaines SEA et catalytique) a été 
exprimée. De plus, les épitopes His et V5 ont été ajouté en C-terminal de la construction. Le 
recombinant a été ensuite exprimé dans les cellules S2 de Drosophile. En parallèle, des cellules 
S2 ont été transfectees avec le vecteur vide pMT-Bip-V5 His pour être utilisé comme contrôle. 
Un immuno-buvardage de type Western à l'aide d'un anticorps contre l'épitope V5 (anti-V5) a 
ensuite été réalisé sur un échantillon de milieu des deux groupes. Tel qu'illustré, aucune protéine 
réagissant avec l'anticorps n'a été détectée dans le milieu contrôle (figure 13A), tandis que celles 
transfectees avec le rHAT expriment la protéine (figure 13B). La bande représentant la HAT 
migre à environ 44 kDa ce qui se rapproche de la valeur du poids moléculaire théorique qui est 
d'environ 41 kDa (pour la partie soluble). De plus, une augmentation de la quantité de la HAT 
est observée entre le deuxième et le cinquième jour après la transfection. 
La forme détectée dans le milieu des cellules S2 exprimant la HAT correspond à la forme 
non-active de l'enzyme; la forme mature (active) ne s'y retrouve pas, car aucune bande à 28kDa 
n'est apparue (poids moléculaire théorique du domaine catalytique). Selon les observations 
provenant du laboratoire du Dr Richard Leduc, toutes les TTSP sont activées après purification 
par un mécanisme d'auto-activation. Il a fallu alors passer à l'étape suivante, celle de la 
purification par colonne d'affinité pour obtenir la forme active. 
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Figure 13 : Immuno-buvardage de type Western des milieux de cellules S2 transfectees avec la 
rHAT 
Immuno-buvardage de type Western en conditions réductrices sur gel d'acrylamide 12% avec un 
anticorps anti-V5. (A) Milieu de Cellules S2 transfectees avec le vecteur vide; (B) Milieu de 
cellules S2 transfectees avec le plasmide encodant le gène HAT ; (J) Nombre de jours après 
transfection. Seule la forme non-active est retrouvée dans le milieu des cellules S2 transfectees 
avec la HAT. La forme active (domaine catalytique) qui normalement devrait migrer à environ 
28kDa n'y est pas retrouvée. 
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3.1.2 Purification par IMAC 
La rHAT et le vecteur vide ont été traités de façon identique selon le protocole de 
purification sur des colonnes de nickel. Seules les protéines ayant un épitope poly-His devraient 
se lier à la colonne, ainsi la protéine de fusion HAT devait rester accrochée. Les protéines qui 
sont restées liées à la colonne ont été ensuite éluées par imidazole dans différentes fractions de 
2mL. Le graphique de cette purification montre les différentes fractions éluées (figure 14A). 
Celles se trouvant sous le pic (figure 14A, ligne bleue) sont les fractions dans lesquelles il y a eu 
une élution importante de protéines. Ensuite, un immuno-buvardage (figure 14B) a été fait pour 
déterminer exactement dans quelles fractions nous retrouvons la protéine désirée, soit la HAT. À 
partir des résultats obtenus de T immuno-buvardage, plusieurs formes de la protease sont 
récupérées, dont la forme catalytique qui ici migre à 30 kDa. Les différentes formes obtenues 
démontrent que la HAT s'est auto-activée et autodégradée (lorsqu'elle était accrochée à la 
colonne) en clivant des sites en N-terminal car elles ont réagi avec l'anticorps anti-V5 qui lui 
reconnaît l'épitope V5 en C-terminal. 
Nous avions utilisé l'imidazole pour ensuite éluer les protéines qui se sont liées à la 
colonne. L'imidazole inhibe l'activité protéolytique des TTSP, la prochaine étape était donc de 
dialyser les échantillons contrôle et HAT pour enlever l'imidazole afin de pouvoir effectuer des 
essais qui nous ont permis de déterminer si les fractions contenant la HAT étaient 
« enzymatiquement » pure. Après la dialyse, nous avons donc effectué ces essais en utilisant un 
substrat fluorogénique. Dans leur article publié en 1997, Yasuoka et son équipe ont démontré 
que le meilleur substrat fluorogénique tri-peptidique de la HAT est le Boc-Phe-Ser-Arg-AMC. 
Nos données démontrent qu'il y a une importante activité détectée dans les fractions A4 à A7 
contenant la HAT. Contrairement au résultat précédent, aucune activité protéolytique n'a été 
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détectée dans l'échantillon contrôle (soit transfection avec le vecteur vide) avec le substrat 
fluorogénique (figure 15). 
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Figure 14: Graphique d'élution des protéines par imidazole et immuno-buvardage de type 
Western des différentes fractions 
(A) Nous voyons la ligne (avec un pic) représentant l'élution des protéines. (B) Immuno-
buvardage avec l'anticorps anti-V5. Les résultats nous montrent que les fractions A4 à A7 
contiennent la HAT active (le domaine catalytique); ces fractions ont donc été conservées. Les 
mêmes fractions ont été gardées pour la purification du milieu des cellules transfectees avec le 
vecteur vide. 
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Figure 15 : Activité protéolytique dans les échantillons contrôle et HAT 
Tel qu'observé ci-dessus, dans l'échantillon contenant la HAT nous avons détecté une activité 
protéolytique tandis que nous n'avons pas observé d'activité protéolytique dans l'échantillon 
contrôle (soit le vecteur vide). Ce résultat nous a démontré qu'après purification, l'activité 
enzymatique observée est due à la protease HAT et non à d'autres protéines qui ont pu être 
présentes dans l'échantillon. Cela nous a donc confirmé que notre échantillon est 
« enzymatiquement » pure, (n = 3 en duplicata; p < 0.0001). 
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3.1.3 Purification par colonne d'affinité benzamidine 
La benzamidine, inhibiteur de protéases à serine, lie le domaine catalytique de protéases 
actives seulement. Ainsi, la purification par colonne benzamidine a permis de séparer la forme 
non-active de la protease de sa forme mature et active. Le graphique ci-dessous (figure 16), 
montre l'élution des protéines (par pH acide). Sous le pic se trouvait les fractions avec la plus 
importante quantité de protéases actives (soit les fractions A6 à A10 dans la figure 16). 
L'enzyme a été ensuite titrée à l'aide du MuGB dans le but de déterminer sa concentration. Les 
concentrations de la HAT après purification par colonne d'affinité benzamidine était situées 
entre 1.0 et 1.2 uM. 
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Figure 16: Graphique de la purification de la HAT par colonne d'affinité benzamidine 
Sur l'axe des « x » nous avons les différentes fractions récoltées. Sous le pic se retrouvaient les 
fractions A6 à AlO qui contenaient les plus importantes élutions de protéines. Ces protéines 
représentaient la forme mature, active de rHAT. L'élution s'est faite par diminution de pH (de 
pH7.4à2). 
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3.1.4 Efficacité de la purification 
Les résultats des différentes étapes de purification ont été analysés par immuno-
buvardage. Tel que montré dans la figure 17, dans le milieu des cellules S2 seule la forme non-
active de la HAT y était exprimée (figure 17 rangé 1), mais suite à la première purification et 
dialyse, il y a apparition de la forme active de la protease (figure 17 rangé 3). Lors de la 
purification par IMAC, plusieurs formes de la HAT étaient détectées, suite à la dialyse, il est 
possible de voir qu'il y a eu activation de ces formes pour obtenir plus d'enzyme active de sorte 
que seules les formes non-actives et matures sont présentes (figure 17 rangé 3). De plus, il ne 
semble pas y avoir eu de perte de la HAT car aucune trace de cette dernière n'est retrouvée dans 
l'échantillon de protéines non-liées à la colonne de Ni (figure 17 rangé 2). Finalement, la 
dernière étape de purification par colonne benzamidine semble s'être avérée efficace pour 
récupérer uniquement la forme mature de la protease (figure 17 rangé 4). 
La prochaine étape était d'étudier l'efficacité d'une deuxième purification. Comme 
démontré dans le tableau 1, pour chaque étape de purification les caractéristiques suivantes ont 
été notées ou calculées: (1) le volume total de protéines récupéré après purification, (2) la 
quantité totale de protéines présente dans l'échantillon par la méthode Bradford, (3) l'activité 
totale détectée dans l'échantillon (1 unité (U) correspond à 1 umol/min d'AMC généré par 
l'enzyme dans un échantillon contenant 50 uM de BOC-FSR-AMC), (4) l'activité spécifique 
correspondant à l'activité par mg de protéines retrouvées dans l'échantillon, (5) le pourcentage 
de l'activité conservé par rapport à l'étape de purification précédente et finalement (6) le facteur 
de purification. Les résultats nous révèlent que la purification par colonne d'affinité 
benzamidine, quoiqu'elle ait permis de ne garder que la forme active, a été désavantageuse sur 
deux points : (1) Il y a eu une perte importante de protéases entre la première purification par 
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IMAC et la purification par colonne benzamidine (rapport de 0.26) et (2) elle n'a pas permis une 
meilleure purification de l'échantillon (Facteur de purification de 0.96). Pourtant, l'immuno-
buvardage semble nous démontrer que la préparation est pure. La seule explication possible est 
qu'il y ait toujours présence de la forme non-active dans l'échantillon. Et puisqu'il y a une 
importante perte des protéines, la quantité sur gel de la forme non-active est tellement faible 





































Tableau 1: Efficacité d'une deuxième purification par colonne d'affinité benzamidine 
D'après les résultats du tableau ci-dessus, une purification par colonne d'affinité benzamidine 
s'est traduite par une importante diminution de la quantité de protéine active. Nous n'avons 
récupéré que 26% de la quantité provenant de la première purification par IMAC. 
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Western Blot 




Figure 17: Immuno-buvardage des étapes de purification 
L'anticorps anti-V5 a été utilisé pour détecter les différentes formes de la HAT. (1) Milieu des 
cellules S2 avant purification, (2) Protéines non-liées à la colonne de nickel, (3) Eluat de 
protéines provenant de la purification sur colonne d'affinité au nickel, (4) Eluat de protéines 
conservées après purification sur colonne d'affinité benzamidine. (A) HAT : forme non-active 
(B) HAT : domaine catalytique 
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3.2 Propriétés biochimiques de la HAT 
3.2.1 pH optimal de la HAT 
La caractérisation de l'enzyme a débuté par l'étude de l'influence du pH sur l'activité 
protéolytique de l'enzyme. Dans la figure 18, nous voyons que la HAT conservait un 
pourcentage d'activité assez élevé (>75%) à un pH situé entre 7 et 10 lorsque testé avec le 
substrat Boc-Gln-Ala-Arg-AMC. Par contre, à un pH acide (6.5 et moins) il y a une importante 
diminution de son activité (moins de 30%). Finalement, à un pH basique (10 - 11) nous avons 
observé une diminution de son activité protéolytique. 
3.2.2 Inhibiteurs synthétiques de protéases 
Dans le but poursuivre la caractérisation biochimique de la HAT, des inhibiteurs 
synthétiques de protéases ont été testés afin d'étudier quels types d'inhibiteurs sont efficaces 
contre l'enzyme. Des inhibiteurs de quatre types de protéases ont été testés, soit ceux des 
protéases à serine (aprotinine, leupeptine, PEFABLOC et SBTI), à cystéine (E-64), à aspartate 
(Pepstatin) et des métallo-protéases (EDTA, Bestatin, O-Phenanthroline). Tel qu'illustré dans la 
figure 19, seuls le PEFABLOC, l'aprotinine et la leupeptine ont inhibé presqu'entièrement 
l'activité protéolytique de la HAT. Malgré son qualificatif l'associant à la trypsine, l'inhibiteur 
synthétique de ce dernier n'a pas été aussi efficace que les autres inhibiteurs de protéases à serine 
en inhibant qu'un peu plus de 30% de l'activité protéolytique de la HAT. Finalement, quoiqu'il 
n'ait inhibé qu'un peu plus de 25% l'activité protéolytique de la HAT, O-Phenanthroline n'était 
pas considéré comme un inhibiteur potentiel car la HAT n'est pas connue comme étant une 
métallo-protéase. 
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3.2.3 Inhibiteurs endogènes de protéases à serine 
Pour faire suite à l'expérience précédente, l'efficacité des inhibiteurs endogènes de 
protéases à serine contre la HAT a été étudiée. Les résultats obtenus montrent que al-AT, HAI-
1, al-ACT ainsi que ATIII n'ont pas ou très peu d'effet inhibiteur. De son côté, PAI-1 a inhibé 
un peu plus de 35% de l'activité de l'enzyme mais sans plus, tandis que a2-AP s'est avérée 
beaucoup plus efficace contre la HAT en inhibant 80% de l'activité protéolytique de la protease 
(figure 20). 
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Figure 18: L'effet du pH sur l'Activité Protéolytique de la HAT 
Sur ce graphique, nous pouvons voir que la HAT a perdu un pourcentage important de son 
activité (<26% d'activité conservée) dans un environnement à pH acide (<6.5). 
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Inhibiteur Synthétique de Protéases 
•Inhibiteurs de Protéases à Senne 
Inhibiteur de Protéases à Cystéine 
Inhibiteur de Protéases à Aspartate 
•Inhibiteur de Métallo-protéases 
Figure 19: Effets des inhibiteurs synthétiques de protease sur l'activité protéolytique de la rHAT 
Chaque inhibiteur a été incubé avec 2nM de HAT et la mesure de l'activité de l'enzyme avec 
50uM Boc-Gln-Ala-Arg-AMC pendant 20 minutes des longueurs d'ondes d'excitation et 
d'émission de 360nm et 460nm, respectivement. L'activité résiduelle est déterminée en 
comparant l'activité protéolytique du groupe contrôle (sans inhibiteur) avec celle contenant 
l'inhibiteur. Trois expériences indépendantes faites en duplicata ont permis de calculer l'écart-
type. Les inhibiteurs de protease à serine aprotinine, leupeptine et PEFABLOC ont été les plus 
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Figure 20: Effets des inhibiteurs endogènes de protease à serine sur l'activité Protéolytique de la 
HAT 
Les inhibiteurs furent incubés pendant 10 minutes avec 2nM de HAT pour ensuite mesurer 
l'activité de la protease avec 50uM Boc-Gln-Ala-Arg-AMC pendant 30 minutes. L'activité 
résiduelle est déterminée en comparant l'activité protéolytique du groupe contrôle (sans 
inhibiteur) avec celle contenant l'inhibiteur. Trois expériences indépendantes faites en duplicata 
ont permis de calculer l'écart-type. L'inhibiteur de protease à serine ayant considérablement 
diminué l'activité protéolytique de la rHAT a été l'alpha-2 anti-plasmine (a2-AP). 
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3.2.4 Stoïchiométrie d'Inhibition 
Inhibition de HAT 
par Alpha-2 Anti-Plasmine 
concentration de a2-AP (nM) 
Figure 23: Stoïchiométrie d'inhibition entre Alpha-2 anti-plasmine et HAT 
Suite aux résultats obtenus précédemment, une expérience pour déterminer la stoïchiométrie 
d'inhibition entre a2-AP et HAT a été effectuée. En d'autres termes, la question qui se pose est 
la suivante : quelle concentration de a2-AP cela prend t-il pour inhiber 2nM de HAT. Des essais 
avec des concentrations de a2-AP de 0, 1, 2, 5, 10, 25, 50, 75, 100, 125nM ont été effectués. 
rHAT a été incubée avec a2-AP pendant dix minutes avant d'ajouter 50uM du substrat 
fluorogénique BOC-Phe-SER-Arg-AMC. Tel que démontré dans le graphique ci-dessous, 24nM 
a2-AP est nécessaire pour inhiber 2nM HAT, donc un ratio d'inhibition de 12:1. 
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3.3 Propriétés enzymatiques de la HAT 
3.3.1 Séquences préférentielles 
Des essais ont été effectués avec la HAT et différents tri-peptides fluorogéniques 
(peptides IQF) afin d'étudier quelles sont les séquences que la protease préfère. Comme le 
montre le graphique ci-dessous (figure 24), contrairement à la matriptase qui a une préférence 
évidente pour une séquence spécifique (RQRR/VVGG), la HAT clive la grande majorité des 
peptides tout comme la trypsine (donnée non-incluse). 
3.3.2 Efficacité Catalytique (Kcat/Km) 
Le but de cette expérience est de définir pour quel peptide la HAT a une meilleure 
affinité et meilleure capacité de clivage. Dans la figure 23, nous voyons un exemple d'un 
graphique correspondant à l'équation Michaelis-Menten. La courbe représente la vitesse initiale 
de fluorescence pour chaque concentration du peptide IQF testé (dans ce cas, RRAR-VVGG) 
avec la rHAT. L'équation Michaelis-Menten permet de calculer les paramètres cinétiques de la 
HAT (soit le Vmax, Km, Kcat) pour chacun des peptides IQF. Ces paramètres ont permis de 
déterminer pour quel(s) peptide(s) la rHAT a à la fois une plus grande affinité et une plus grande 
capacité de clivage. Les données du graphique de la figure 24 qui nous démontrent que la HAT 
ne semble pas capable d'hydrolyser un peptide ayant un glutamate en P4, P2 et PI ' , mais plutôt, 
qu'elle a une plus grande affinité et plus grande capacité de clivage pour les peptides ayant une 
arginine en P4, P3 et PI (R-R-X-R). 
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Figure 22 : Clivage des peptides IQF par la HAT 
Tel qu'illustré, la matriptase a eu une préférence pour le peptide une arginine en P3, tandis que la 
HAT semblait ne pas avoir de préférence particulière. Par contre, nous avions pu observer que 
cette dernière préfère beaucoup moins un peptide avec un glutamate en P4 ou encore une alanine 
à la même position. L'échantillon contenait 2nM testé avec 1 uM du substrat fluorogénique dan 
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Figure 23: Clivage d'un peptide IQF à différentes concentrations par la HAT 
Le graphique ci-dessus est un exemple de courbe Michaelis-Menten qui montre la vitesse initiale 
de fluorescence (axe des y) en fonction de la concentration initiale (axe des x) du substrat 
fluorogénique (dans ce cas-ci RRAR-VVGG). L'échantillon contenait 2 nM de la rHAT testé 
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Figure 24: Graphique de comparaison de l'efficacité catalytique de la HAT pour chaque peptide 
L'efficacité catalytique (Kcat/Km) de la HAT est définie comme étant la capacité de l'enzyme à 
cliver (Kcat) et son affinité (Km) pour une séquence spécifique. D'après les résultats ci-dessus, 
la HAT a une plus grande efficacité catalytique pour un substrat ayant une arginine en P4, P3 et 
PI. 
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3.4 Propriétés physiologiques de la HAT 
3.4.1 Activité protéolytique dans les expectorations de patients FK 
Nous avons pris des expectorations de patients FK afin de détecter si nous pouvions 
observer une activité protéolytique spécifique à des protéases à serine. Pour ce faire nous avons 
tout d'abord classé les différents patients en terme de la gravité de la maladie, et ce en calculant 
la concentration d'élastase dans les expectorations. Plus il y a de l'élastase, plus le patient est 
malade. Ensuite, pour chaque échantillon de patient, nous avons vérifié s'il y avait des protéases 
à serine présentes en utilisant le substrat BOC-Phe-Ser-Arg-AMC. Tel qu'illustrés dans les 
graphiques ci-après, dans toutes les expectorations de patients FK nous détectons uns activité liée 
aux protéases à serine. 
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Concentration d'Elastase Détectée dans les 















Figure 27: Concentration d'élastase dans les expectorations de patients FK 
La concentration d'élastase dans les expectorations a pu être déterminée en utilisant le substrat 
fluorogénique de la protease, soit le MeO-SAAPV-p-NA. La concentration d'élastase est 
proportionnelle à la gravité de la maladie FK, ainsi, le patient 1 est le moins malade et le patient 
6 est le plus malade. 
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Activité Protéolytique Détectée dans 
les Expectorations de Patients FK 
Patients 
Figure 28 : Détection d'activité protéolytique dans les expectorations de patients FK 
Les expectorations de patients ont été incubées avec le substrat fluorogénique Boc-Phe-Ser-Arg-
AMC et le « End Point » a été mesuré. Ces données démontrent la présence d'activité 
protéolytique de protéases dans chacun des échantillons. 
3.4.3 Effet de la HAT sur la production d'IL-8 
Les Calu-3 ont été testées avec la HAT pendant 24 heures dans le but de déterminer si la 
HAT aura un effet sur la production de la cytokine HAT. Le TNF-alpha, une cytokine connue 
pour stimuler la production d'IL-8, a été utilisé comme contrôle positif. Le surnageant des 
cellules a été prélevé dans le but de mesurer par ELISA la quantité d'IL-8 dans le surnageant. 
Les résultats obtenus montrent qu'il n'y a pas de différence significative entre le contrôle et les 
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Figure 30: Effet de la HAT sur la production d'IL-8 dans les Calu-3 
Des expériences in vitro publiées sur la HAT démontrent que cette dernière a des effets à une 
concentration aussi basse que 5nM (Beaufort et al 2007). Dans le cas de cette étude, les Calu-3 
ont été traitées avec 10nM de la HAT pour voir l'effet sur la production de la cytokine IL-8. Le 
TNF-alpha fut utilisé comme contrôle positif. Les résultats suggèrent que la HAT n'aurait pas 
ou peu d'effet sur la production de 1TL-8. N =5 en duplicata. 
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DISCUSSION 
Dans cette étude, le but fut de synthétiser la HAT dans une conformation active dans un 
système eucaryote dans le but d'étudier ses propriétés biochimiques, enzymatiques ainsi que son 
potentiel pro-inflammatoire dans lignée cellulaire pulmonaire Calu-3. 
Durant cette étude, nous nous sommes premièrement concentrés sur la production de la 
HAT dans un système d'expression eucaryote, plus précisément les cellules de Drosophile 
Schneider 2 (S2) (SCHNEIDER, 1972). Ensuite, nous avons caractérisé biochimiquement cette 
protease. Par la suite, nous avons fait une étude des séquences d'acides aminés scindées par la 
HAT. Ensuite nous avons testé l'effet des inhibiteurs synthétiques et endogènes de protease sur 
l'activité protéolytique de la HAT. Finalement, nous avons testé son effet sur la cytokine IL-8, 
impliquée dans la pathologie respiratoire associée à la FK. 
Le système eucaryote utilisé (les cellules S2) présente plusieurs avantages pour 
l'expression de protéines hétérologues. Premièrement, elles sont faciles à entretenir; elles 
peuvent subsister dans un environnement à température pièce qui ne requiert pas de CO2 
(Schneider 1972). De plus, ce système est compatible avec le vecteur pMT-BiP V5-His, vecteur 
dans lequel est inséré l'ADNc de la HAT codant pour la partie soluble non-active de la protease. 
Le recombinant a été transfecté dans les S2 pour obtenir des lignées stables avec intégration de 
l'ADNc de la protéine dans le génome de la cellule hôte. Deux jours après la transfection des 
cellules (transitoires), nous avons déterminé si la protéine désirée, HAT, a été exprimée. Une fois 
l'expression confirmée, nous avons procédé à une co-transfection de l'ADNc avec le vecteur de 
sélection pCoBlast. Ensuite, par immuno-buvardage de type Western, nous avons analysé le 
milieu des cellules et avons obtenu des résultats nous montrant que la forme soluble non-active 
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est exprimée et présente une migration à environ 44kDa. Par contre, la forme soluble 
correspondant au domaine catalytique, soit la forme active n'est pas visible sur l'immuno-
buvardage. Puisque dans le laboratoire nous obtenions la forme active des TTSP après 
purification par auto-activation (BÉLIVEAU et al, 2009), nous avons passé le milieu sur une 
colonne comprenant des ions de nickel. Cette étape permet de partiellement purifier la protéine et 
d'éliminer des inhibiteurs potentiels des serines protéases qui se retrouveraient dans le milieu. 
L'immuno-buvardage nous montre la présence plusieurs bandes indiquant que la protease s'auto-
clive à plusieurs sites du côté N-terminal. Puisque l'imidazole inhibe l'activité des protéases, 
nous pouvons conclure que l'auto-clivage de la HAT s'est produite lorsque celle-ci était sur la 
colonne de nickel et non après avoir été éluée de la colonne par l'imidazole. Après la dialyse, 
nous ne voyons que deux bandes, une à environ 44 kDa et l'autre estimé à 28 kDa, ce qui 
correspond respectivement à la forme non-active et le domaine catalytique (YASUOKA et al, 
1997). Ces données nous suggèrent qu'il y a eu auto-activation de la HAT durant la dialyse et 
dégradation des bandes à moins de 25 kDa. 
En parallèle, nous avons purifié le milieu des cellules S2 transfecté avec le vecteur vide 
(contrôle négatif) et avions récolté les fractions correspondantes à celles de notre échantillon, soit 
les fractions A4 à A7. Cette étape a été importante puisqu'elle nous permettait de savoir si 
l'activité protéolytique observée dans notre échantillon était due à la HAT ou à d'autres protéines 
contaminantes également. Le test d'activité avec le substrat fluorogénique BOC-Phe-Ser-Agr-
AMC démontre que l'activité enzymatique détectée provient de la HAT (YASUOKA et al, 
1997), car aucune activité n'a été détectée dans l'échantillon contrôle. Ainsi, la HAT s'auto-clive 
in vitro comme d'autres TTSP tel que matriptase (TAKEUCHI et al, 1999), matriptase-2 
(VELASCO, CAL et al, 2002) et TMPRSS2 (AFAR et al, 2001). La matriptase s'auto-active 
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également durant la dialyse (TAKEUCHI et al, 1999). La HAT serait peut-être donc son propre 
substrat. Dans le cas de TMPRSS2, les chercheurs ont démontré qu'elle s'auto-activait grâce à sa 
triade catalytique, His-Asp-Ser (AFAR et al, 2001). Lorsqu'ils ont muté la serine de la triade 
pour une alanine, TMPRSS2 n'était pas activée (AFAR et al, 2001). Une expérience similaire 
avec la HAT indiquerait si son activation (clivage du lien entre Arg186-Ile187 dans son domaine 
SEA (YAMAOKA et al, 1998)) dépend de son activité catalytique ou non. 
La prochaine étape de notre étude était de nous départir de la forme non-active de la 
protease afin de ne pas fausser les données sur la concentration de HAT active, car la forme non-
active pourrait être activée par l'enzyme. Nous avons donc passé l'échantillon de HAT 
recombinante sur une colonne d'affinité benzamidine. 
La benzamidine est un inhibiteur de protease à serine se liant à la partie catalytique de 
l'enzyme, donc la protéine active (EVANS et al, 1982). L'immuno-buvardage nous montre que 
suite à cette purification, nous n'avions que la forme active de l'enzyme. Cela nous a permis 
donc de passer à notre prochaine étape, soit la caractérisation, tout en sachant que nous avions un 
échantillon « enzymatiquement » pur et que nous avions que la forme active de la HAT. Par 
contre, les résultats nous démontrent que malgré le fait que cette étape de purification nous a 
permis de n'obtenir que la forme active, nous avons perdu une quantité importante d'enzyme 
active. Il faudrait donc développer une meilleure méthode de purification permettant non 
seulement de garder la même quantité de protease active, mais aussi d'éliminer toute forme non-
active. 
La première étape de la caractérisation fut de déterminer à quel(s) pH la protease a une 
activité maximale. En 1997, l'équipe de Yasuoka avait publié des données sur le pH optimal de 
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la HAT. Pour étudier l'activité de l'enzyme dans différents environnements, ils ont utilisé les 
tampons Hepes et Tris pour un pH acide (6.6 - 7.6) et basique (7.4 - 9.4) respectivement. Dans 
le cas de notre étude, nous avons utilisé trois tampons: MES (pH 5 à 7), Tris (pH 7 à 9) et CAPS 
(pH 9 à 11). Ces tampons nous ont permis d'étudier l'activité enzymatique de la HAT dans 
différents pH. D'après les données de l'équipe de Yasuoka, la protease garde pourcentage assez 
élevé d'activité (>75%) entre les pH 8 et 9.4 (YASUOKA et al, 1997). D'après les résultats que 
nous avons obtenus, nous pouvons dire qu'elle conserve pourcentage assez élevé d'activité (> 
75%) à un pH situé entre 7 et 10. Cela nous indique qu'à un pH physiologique (pH = 7), 
l'enzyme préserve un important pourcentage d'activité. Ces données sont contraires aux résultats 
publiés par Yausoka et ses collègues qui démontrent qu'à ce même pH, la HAT ne conserve que 
moins de 40% de son activité (YASUOKA et al, 1997). Il est difficile de déterminer pour quelle 
raison cette importante différence, puisque dans l'article, l'auteur ne mentionne pas pour cette 
expérience la quantité exacte de HAT testée. Le facteur pouvant avoir influencé le résultat serait 
donc la concentration de HAT utilisée pour leur test de pH optimal versus la concentration de 
substrat Boc-Phe-Ser-Arg-AMC qu'ils ont testé. Ensuite, notre étude démontre qu'à un pH acide 
(<6.5), il y a une importante diminution du pourcentage d'activité de l'enzyme (moins de 26% à 
un pH de 6.5). Ces résultats sont pertinents à la FK puisqu'il y a diminution du pH à la surface de 
l'épithélium; le pH est plus acide que celui d'un epithelium normal (JAYARAMAN et al, 2001; 
COAKELY et al, 2003). Cela suggère que la HAT chez les patients atteints de FK ne pourrait 
remplir pleinement son rôle physiologique. De plus, si cette enzyme est essentielle dans le 
processus inflammatoire, l'environnement dans lequel elle se trouve lors de la FK pourrait 
inhiber de façon importante son activité. 
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Afin de poursuivre la caractérisation biochimique, nous avons testé l'effet des inhibiteurs 
synthétiques de protease sur l'activité protéolytique de la HAT. Nous avions testé des inhibiteurs 
de protease à serine (aprotinine, leupetine, PEFABLOC et SBTI). L'aprotinine inhibe l'activité 
protéolytique d'une protease en bloquant le site actif de cette dernière (PINTIGNY et 
DACHARY-PRIGENT, 1992). La leupeptine inhibe l'activité protéolytique des protéases en 
formant un lien covalent entre le groupement hydroxyle de la serine du site actif de l'enzyme et 
un groupement aldéhyde de l'inhibiteur (KURAMOCHI et al, 1979). Le PEFABLOC contient 
un groupement amino-éthyle qui lie le site actif de la protease et l'inhibe ainsi (DIATCHUK et 
al, 1997). Finalement, l'autre inhibiteur de protease à serine utilisé, le SBTI, agit comme un 
substrat; le lien entre Arg -Ile (qui correspond au site réactif de l'inhibiteur) est hydrolyse par 
l'enzyme et les deux molécules forment un complexe stable qui inhibe l'activité protéolytique de 
la protease (BIDLINGMEYER et al, 1972). Notre étude nous révèle que les inhibiteurs 
aprotinine, leupetine et PEFABLOC inhibent efficacement l'activité enzymatique de la protéine. 
Malgré le fait que la HAT semble posséder des caractéristiques similaires à la trypsine 
(YASUOKA et al, 1997), le SBTI n'a pas été aussi efficace que les autres inhibiteurs de 
protéases à serine. Comme nous le verrons ci-dessous, d'après les résultats sur sa capacité 
enzymatique, la HAT a des préférences pour certains a.a. dans les positions P4 à P4'. Alors, le 
SBTI, quoiqu'elle possède une arginine en PI, contient probablement des a.a. qui empêchent la 
protease de cliver l'inhibiteur efficacement. En ce qui a trait aux autres inhibiteurs testés, ils ont 
peu ou pas d'effet sur l'activité de l'enzyme car ils étaient soit spécifiques aux protéases à 
cystéine, à aspartate ou contre les metallo-protéases. Par contre, l'inhibiteur des métallo-
protéases, O-Phénanthroline, a inhibé 26% (p<0.006) de l'activité de la HAT. Cet inhibiteur est 
un agent chélateur de métal (O'LAUGHLIN, 1982). Un chélateur est une molécule qui fixe une 
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substance, tel qu'un métal, afin de permettre l'élimination cette substance des tissus 
(ROTHENBERG et CHAPMAN, 2006). Ainsi, ces résultats semblent suggérer que la structure 
de la HAT serait peut-être dépendante d'un métal. La purification de la HAT par IMAC sur la 
colonne de nickel différait des autres purifications des TTSPs. Tel que nous avons mentionné 
dans la section « Matériels et Méthodes », une nouvelle colonne de nickel (ou l'addition d'ions 
de nickel) a été requise après chaque purification parce qu'il ne restait pas assez d'ions de nickel 
sur la colonne pour une autre purification (lorsque nous avons essayé de réutiliser la colonne, très 
peu d'HAT était récupérée; lorsque nous avons changé la colonne ou ajouter des ions de nickel, 
nous avons pu récupérer la quantité habituelle de la protease). Quant aux autres TTSPs purifiées 
dans notre laboratoire, nous pouvions réutiliser la colonne de nickel au moins deux ou trois fois 
(parfois plus) avant qu'elle ne commence à s'user. Ces observations suggèrent aussi que la HAT 
semble être dépendante aux ions de métal, dans notre cas, les ions de nickel. Ainsi, cela pourrait 
expliquer en partie pourquoi l'inhibiteur de métallo-protéases, O-Phénanthroline, peut inhiber la 
HAT. 
La prochaine étape a été ensuite de tester des inhibiteurs endogènes de protéases à serine 
contre la HAT. La matriptase fait partie de la même famille que la HAT et contient également un 
domaine SEA tout comme la HAT (BUGGE, 2009). Nous avons donc testé l'inhibiteur de la 
matriptase, le « hepatocyte growth factor activator inhibtor-1 » (HAI-1) (LIN et al, 1999). Cet 
inhibiteur, le HAI-1, n'avait aucun effet sur l'activité enzymatique de la protease. En effet, HAI-
1 interagit avec le domaine LDL-Receptor class A de la matriptase, domaine que ne possède pas 
la HAT, ainsi confirmant que cet inhibiteur ne lie pas le domaine SEA (OBERST et al, 2003). 
Nous avons ensuite fait des essais avec les inhibiteurs faisant partie d'une famille communément 
appelés les « serpines » (Serine Protease Inhibitor). Ce sont des inhibiteurs dits « suicides » car 
73 
ils agissent comme des substrats pour les protéases à serine et lorsque ces dernières les clivent, 
l'inhibiteur reste lié au site actif supprimant de manière irréversible l'activité protéolytique de 
l'enzyme (SILVERMAN et al, 2001). L'alpha 2 anti-plasmine (a2-AP), l'alpha 1 antitrypsine 
(al-AT), le « plasminogen activator inhibitor type 1 » (PAI-1), l'alpha 1 anti-chymotrypsine (al-
ACT) ainsi que l'antithrombine III (AT III) sont les serpines qui ont été testées. L'alpah-2-AP 
est l'inhibiteur endogène de la plasmine (COLLEN, 1976); cette dernière est l'enzyme 
responsable de la dégradation des dépôts de fibrine dans les vaisseaux sanguins (RANG et 
DALE, 2007, p. 344). La plasmine se lie à a2-AP en clivant le lien peptidique entre Arg -
Met dans le site actif de l'inhibiteur (HOLMES et al, 1987). Ensuite, nous avons al-AT qui 
est l'inhibiteur de la trypsine et également de l'élastase neutrophilique. Elle est principalement 
synthétisée dans le foie (mais également dans certaine cellules épithéliales et inflammatoires) et 
elle ensuite relâchée dans le sang (COAKELY et al, 2001; SUN et YANG, 2004). Cet inhibiteur 
empêche la trypsine de dégrader d'autres protéines durant la digestion et protège contre l'élastase 
qui peut endommager le poumon si elle n'est pas contrôlée (COHEN, 1973; COAKELY et al, 
2001). L'activité protéolytique de la trypsine et de l'élastase est inhibée lorsque ces protéases se 
lient à un des sites actifs de l'inhibiteur (COHEN, 1973; JAMES et COHEN, 1978). Dans le cas 
de l'élastase, elle clive le lien peptidique entre les a.a. Met-Ser (voir tableau 2) tandis que la 
trypsine clive après une arginine (COHEN, 1973). Ensuite, nous avons PAI-1, l'inhibiteur des 
« activateurs de plasminogène » (PA) tels qu'uPA (urokinase-type plasminogen activator) et tPA 
(tissue-type plasminogen activator). Le plasminogène est la protéine précurseur de la plasmine 
qui est activée lorsque ces PA lient leur récepteur, uPAR, (PREISSNER et al, 2000). PAI-1 est 
relâchée dans la circulation sanguine et l'espace extracellulaire par les cellules du foie, les 
cellules de muscle lisse, les adipocytes et les plaquettes; son rôle est d'inhiber la fibrinolyse et 
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elle participe également au processus de réparation des tissus en inhibant la protéolyse 
extracellulaire (BINDER et al, 2002). Son site de clivage est situé en C-terminus entre les a.a. 
Arg346-Met347 Ainsi, lorsque les PA clive ce lien peptidique, elles sont inhibés en formant un 
complexe avec leur inhibiteur tout comme les autres serpines avec leurs protéases cibles. Nous 
avons également la serpine ai-ACT qui est l'inhibiteur des protéines de type chymotrypsine tels 
que la chymotrypsine pancréatique, la cathépsine G et chymotrypsine des mastocytes (TRAVIS 
et al, 1978). Cet inhibiteur est une glycoprotéine synthétisée dans le foie et ensuite relâchée dans 
le sang (KALSHEKER, 1996). Finalement, nous avons l'ATIII qui est l'inhibiteur d'enzymes 
telles que la thrombine, les facteurs XII, XI, X et IX (RANG et DALE, 2007, p. 332). Cet 
' inhibiteur a pour rôle de contrôler la coagulation du sang. 
Nous sommes les premiers à démontrer que a2-AP est celle qui a été la plus efficace pour 
contrer l'activité de la HAT. En analysant ces données, nous constatons que a2-AP possède une 
arginine en P1 (voir la section « matériels et méthodes » pour la nomenclature Schechter et 
Berger); cela expliquerait en partie son efficacité tandis que les serpines al-AT et al-ACT ont 
respectivement une méthionine et une leucine en PI (Béliveau et al, 2009) ce qui expliquerait 
leur inefficacité à inhiber la HAT. Par contre, une arginine en PI ne semble pas être suffisant car 
AT III et HAI-1 possèdent également cette a.a. en PI (voir le tableau 2), mais n'inhibe pas la 
HAT aussi efficacement que a2-AP ou PAI-1. Nous voyons que a2-AP et PAI-1 contiennent une 
méthionine en PI ' , ce qui n'est pas le cas pour ATIII et HAI-1. Alors nous pouvons conclure que 
les a.a. en positions P2, P3 ou P4 et/ou celles en positions primes jouent un rôle dans la capacité 
de la HAT à cliver un substrat. En ce qui a trait à l'efficacité inhibitrice de a2-AP versus PAI-1, 
il est un peu plus difficile de savoir quel(s) acide(s) aminé(s) permet à a2-AP d'être plus efficace 
que PAI-1. Mais nous pouvons avancer que le glutamate en P4' influence l'efficacité de cette 
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serpine. Selon les résultats que nous avions obtenus avec les tests d'efficacité catalytique, la 
HAT ne semble pas avoir une grande affinité pour les séquences contenant un glutamate, 
quoiqu'elle soit capable de les cliver (voir section des résultats). De plus, la protease pouvait 
cliver un peptide avec un glutamate si ce dernier était en excès (en termes de concentration) et 
dans cet essai, la concentration utilisée d'inhibiteur était élevé (ratio de 150:1, inhibiteunHAT 
respectivement), alors il ne serait pas étonnant que PAI-1 ait été capable d'inhiber HAT à cause 
de sa concentration élevée dans l'échantillon. Mais des essais avec PAI-1 à différentes 
concentrations et HAT permettraient de déterminer si PAI-1 à de plus faibles concentrations 













Ala-Met- Ser-Ar^Met- Ser-Leu- Ser 
Ile-Thr-Leu-Leu/Ser-Ala-Leu-Val 
Ile-Ak-Gly-Arg/Ser-Leu-Asn-Pro 
Tableau 2 : Les sites de clivage des inhibiteurs endogènes de protease à serine 
Nous voyons que les inhibiteurs al-AT et al-ACT ne contiennent pas d'arginine en PI, 
mais plutôt, respectivement, une méthionine et une leucine. Cela expliquerait pourquoi elles 
n'ont pas pu être efficaces contre la HAT qui préfère cliver après une arginine. Les autres 
inhibiteurs ont un peu plus efficaces parce qu'elles ont une arginine en PI, mais par contre, cela 
ne semble pas suffisant pour être capable de complètement inhiber la HAT. D'après les résultats 
que nous avions obtenus, a2-AP a été le plus efficace a inhibé la HAT et la PAI-1 a également eu 
un effet significatif sur l'inhibition de la HAT. Ces deux inhibiteurs ont une méthionine en PI' , 
contrairement aux autres ayant une arginine en PI. 
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Ce qui nous intéressait après avoir obtenus ces résultats a été de déterminer la 
stoïchiométrie d'inhibition entre a2-AP et l'enzyme afin de confirmer ou infirmer l'hypothèse 
que la serpine pourrait être un excellent inhibiteur de la protease. Le ratio obtenu a été de 12nM 
de a2-AP pour inhiber lnM de la HAT. Ce ratio nous permet de conclure que la serpine peut être 
un bon modèle de conception pour un inhibiteur synthétique spécifique à la HAT. Cela peut être 
important car HAT a été rapporté étant capable de pouvoir activer le virus de l'influenza 
(BÔTTCHER et al, 2006), et pourrait jouer d'autres rôles dans les mécanismes pathologiques de 
certaines maladies respiratoires. L'étude d'une drogue contre la HAT conçue d'après (comme 
modèle) l'inhibiteur a2-AP pourrait être pertinente dans cas. 
Comme mentionné un peu plus tôt, HAT ne requiert pas seulement qu'il y ait une 
arginine en PI pour pouvoir efficacement cliver des substrats. Yasuoka et son équipe ont testé 
certains peptides et ont démontré que Boc-Phe-Ser-Arg-AMC était le plus efficace. Dans notre 
cas, nous voulions tester des peptides ayant des acides aminés en P4 à PI et en position prime. 
Afin de caractériser différentes séquences d'a.a. de substrats clivés par HAT, nous avons testé 
dix-huit peptides fluorogéniques (Internally Quenched Fluorogenic peptides - IQF) qui ont tous 
une arginine en PI. Ces peptides ont été conçus à partir de la séquence de clivage de la 
matriptase et les acides aminés en positions P4, P3, P2 et PI ' ont été remplacés par différents 
acides aminés. Les données obtenues nous font valoir que la HAT préfère les substrats ayant une 
arginine (ou une charge positive) en P4, P3 et PI et a moins d'affinité pour un peptide ayant un 
glutamate (ou une charge négative) en P4, P2 et PI' . Ces résultats sont pertinents car ils peuvent 
nous permettre de chercher des substrats physiologiques potentiels de la HAT et vérifier si ces 
substrats sont impliqués dans la maladie FK. De plus, la séquence spécifique dans nos résultats, 
pour laquelle la protease avait une plus grande capacité catalytique a été R-R-X-R; cette 
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séquence correspond à celle du site de clivage que la convertase furine clive suggérant ainsi que 
la HAT pourrait cliver certains des substrats de la furine, tel que le TGF-(3, cytokine impliquée 
dans la FK (ELSHUBER et MANDL, 2005; ORNATOWSKI, POSCHET et al, 2007). 
La HAT a été détectée pour la première fois chez des patients atteints d'asthme et de 
bronchite chronique (YASUOKA et al, 1997). Ces deux pathologies ont des caractéristiques 
similaires à la FK en ce qui à trait à l'obstruction des voies respiratoires, l'inflammation 
pulmonaire et la fibrose (ZAPLETAL et al, 1971; SENIOR, 1998). Nous avons donc voulu 
étudier la possibilité qu'il y ait présence de la protease chez les patients FK. En tout premier lieu, 
nous avons dû obtenir des échantillons d'expectorations de patients FK. Ces échantillons on 
ensuite été purifiés et analysés pour déterminer la concentration d'élastase présente. L'élastase 
est utilisée comme un marqueur pour avoir une estimation de la gravité de la maladie; en d'autres 
termes, plus il y a de cette protease dans les expectorations, plus le patients FK sont malades (DE 
ROSE, 2002). Nous avions donc des échantillons de patients dits moins malades à gravement 
malades (transplantation requise). Une fois toutes ces données rassemblées, nous avons fait des 
tests pour déterminer s'il y avait présence d'activité protéolytique dans les expectorations dû à 
une protease à serine de type II. Pour ce faire, nous avons utilisé le substrat fluorogénique Boc-
Phe-Ser-Arg-AMC qui est le meilleur substrat synthétique rapporté de la HAT (YASUOUKA et 
al, 1997). Nous avons observé une activité protéolytique dans chacun des échantillons obtenus 
des six patients que nous avons testés. L'élastase, protease retrouvée en plus grande quantité, 
clive beaucoup moins efficacement le substrat fluorogénique, ce qui nous indique l'activité 
détectée est due à d'autres types d'enzyme. De plus, des six échantillons étudiés, nous nous 
sommes aperçus que les plus les patients étaient malades, moins il y avait d'activité 
protéolytique. Étant donné la taille de l'échantillon, nous ne pouvons pas tirer de conclusions, 
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mais nous pouvons considérer cette avenue en vérifiant avec un plus grand nombre 
d'échantillons si c'est réellement le cas. Si la relation inverse entre l'activité protéolytique et 
l'état clinique du malade FK s'avère vraie, elle indiquerait que le manque de certains types 
d'enzymes (ou d'activité enzymatique) pourrait contribuer à une augmentation de la pathologie 
de la FK, ou du moins refléter l'activité de la maladie. 
En 2004, on rapportait que la HAT stimulait la production d'IL-8 dans les cellules de la 
peau, les keratinocytes (IWAKIRI, 2004). Nous avons donc ensuite voulu évaluer si la HAT 
avait un effet sur la production de la cytokine IL-8 dans les cellules épithéliales Calu-3. Nous 
avions trois groupes durant cette évaluation: (1) Le contrôle négatif qui était le véhicule, (2) les 
cellules traitées avec le TNF-a, cytokine reconnue pour faire augmenter la production d'IL-8 
(Allen 2000), (3) les cellules testées avec la HAT. Nous observons une augmentation de la 
production avec le TNF-a, mais les cellules traitées avec la HAT n'ont démontré qu'une faible 
augmentation de 1TL-8, indiquant que la protease ne serait pas la cause principale de la 
surproduction de la cytokine. Ces données impliquent peut être que l'enzyme ne jouerait pas un 
rôle direct dans l'induction d'IL-8 associée à l'inflammation chronique, surtout si l'enzyme est 
inhibée par un environnement acide. 
Finalement, d'après notre étude, la concentration de la protease à serine HAT ne semble 
pas être proportionnelle à l'augmentation de l'inflammation dans les poumons. Nos résultats ne 
démontrent pas que la HAT augmente de manière significative la production de la cytokine IL-
8. De plus, nous avons observé une tendance à la diminution de l'activité protéolytique 
caractéristique des protéases du type TTSP en rapport avec la sévérité de la maladie respiratoire 
FK (quoiqu'une étude à plus grande échelle soit nécessaire pour confirmer ce résultat). Nous 
avons obtenu comme résultat que les deux serpines PAI-1 et a2-AP ont été les inhibiteurs 
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endogènes les plus efficaces contre la HAT. Dans l'article publié par Beaufort et ses collègues, la 
HAT modulerait le récepteur uPAR, ce qui empêcherait la migration des cellules inflammatoire 
(leukocytes). Chez les patients FK, il y a une augmentation du nombre récepteur uPAR (XIAO et 
al, 2005). Enfin, nous savons qu'il y a une diminution du pH à la surface de l'epithelium de 
patients atteints de FK. Comme nos tests sur le pH nous l'ont démontré, il y a une importante 
diminution de l'activité de la protease dans un environnement à faible pH (<6.5). Ainsi nous 
pouvons donc formuler une nouvelle hypothèse avec ces informations rapportées sur la HAT. 
Elle est inhibée lors de l'inflammation bronchique associée à la FK, car l'acidité de la surface de 
l'épifhélium FK aggraverait sa déficience fonctionnelle. D'après ces résultats, nous pouvons 
formuler une nouvelle hypothèse: la HAT est inhibée chez les patients FK par le pH acide et par 
conséquent, la protease ne peut réguler le récepteur uPAR ce qui cause une migration non-
contrôlée des leucocytes et contribue à une inflammation chronique. Si l'évaluation sur les six 
patients s'avère vraie, les patients les plus malades auraient moins de protéases à serine actif 
contre le substrat fluorogénique Boc-Phe-Ser-Arg-AMC, quoique nous ne puissions affirmer que 
cette activité soit attribuable en entier ni en partie à la HAT. Nos données offrent des 
connaissances importantes de la HAT et démontrent l'importance d'étudier le rôle de cette 
protease dans le fonctionnement du poumon sain et inflammé. 
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CONCLUSION 
Nous avons réussi à exprimer et purifier le domaine catalytique de la HAT en démontrant 
que l'activité détectée dans notre échantillon purifiée était due à la protease et non à d'autres 
protéines. Nous avons ensuite caractérisé la HAT biochimiquement et démontré qu'elle semble 
atteindre une activité optimale à un pH situé entre 7 et 9.5 ; par contre, on observe une 
importante diminution de son activité à un pH acide (6.5 et moins). En poursuivant notre 
caractérisation de la protease, nous avons démontré que les inhibiteurs synthétiques de protease à 
serine tels que l'aprotinine, la leupeptine et le PEFABLOC inhibe efficacement HAT tandis que 
les inhibiteurs de protease à cystéine, aspartate ou de métallo-protéase n'ont pas ou peu d'effet 
sur l'activité protéolytique de l'enzyme. De plus, des inhibiteurs endogènes de protease à serine 
testés, seule l'alpha-2 anti-plasmine démontre une excellente efficacité à inhiber l'activé de la 
HAT, et ce à un ratio de 12:1. 
En ce qui a trait à sa caractérisation enzymatique, les résultats suggèrent que quoique la 
HAT semble cliver toutes sortes de peptides ayant une arginine en PI, elle montre une préférence 
pour les peptides ayant une arginine en PI, P3 et P4 et ne préfère pas ceux contenant un 
glutamate en P4, P2 ou PI ' . Cette séquence (R-R-X-R) est similaire à celle correspondant au site 
de clivage des substrats clivés par la convertase, furine. 
En perspective, il serait bien de poursuivre cette étude en se concentrant entre autres sur 
la biosynthèse de la HAT dans le but de déterminer de quelle manière elle est régulée et relâchée 
dans le milieu extracellulaire. De plus, il serait intéressant de réaliser un « micro-array » afin de 
vérifier si la protease active des gènes pro- ou anti-inflammatoires. Dans cette même lignée, les 
séquences les mieux clivées par HAT pourraient être utilisées pour identifier des substrats 
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physiologiques potentiels de l'enzyme. Également, des substrats de la furine pourraient être 
testés avec la HAT pour déterminer s'il y a d'autres protéines potentiellement clivées par la 
protease. Finalement, en 2006, Bôttcher et ses collègues ont démontré que HAT activait le virus 
de l'influenza (Bôttcher et al 2006), cela nous amène à suggérer que l'alpha-2 anti-plasmine 
pourrait être un excellent modèle de molécule pour concevoir un inhibiteur contre l'enzyme. 
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